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Estudios recientes de la región HIJA, con técnicas de DNA, han
permitido encontrar un elevado polimorfismo en la mayoría de los lod.
Dentro de esta región, uno de los lod más polimórficos es el denominado
HIJA-DR. Las variaciones alélicas del locus HLA-DR están practicamente
confinadas al dominio proteico ¡Al (región N-terminal), codificado por el
exón 2 de los diferentes genes HLA-DRB. Este exón se puede amplificar
mediante la técnica de PCR, cuya aplicación ha permitido identificar más
de 50 secuencias nucleotídicas HLA-DRB diferentes.
El análisis de Células Homocigotas de tipaje, individuos no
relacionados y familias, ha permitido la caracterización de 4 nuevas
secuencias del exón 2 de HLA-DRB. Uná de ellas es un subtipo del
antígeno HLA-DR6, denominado HLA-DR13b. Las otras 3 secuencias
suponen tres variantes alélicas de un nuevo locus de la región, que hemos
denominado HLA-DRB6.
Con la descripción de este nuevo locus, el número de RFLPs de los
diferentes haplotipos HLA.-DR coincide con el número de loci HLN-DRB
que poseen. Además, la presencia de este locus en los haplotipos HLA-DR1,
-DR2 y -DRiO, permite establecer tres grupos evolutivos dentro de la región
DR: el grupo del DR52 que incluye los haplotipos HLA-DRS, -DRS, -DR6
y -DR8; el grupo del DR5S que incluye los haplotipos HLA-DR4, -DR? y -
DR9; y el grupo del DRLW (portadores de DRB6) que incluye los
haplotipos HLA-DR1, -DR2 y -DRil).
Estudios comparativos de las secuencias de HLA-DRB6 con otras
secuencias de clase II (DRE, DQB y DPB) permiten encuadrar este nuevo
locus dentro de la familia DR. Pero además, permiten construir un árbol
evolutivo de los genes comparados, de lo que resulta que el nuevo gen
descrito es probablemente el más antiguo de la familia DRB y, por tanto,
el primero que evolucionó a partir del gen HLA-DRB ancestral.
Se han detectado tránscritos, al menos parciales, del gen HLA-DRB6;
sin embargo, los tres alelos caracterizados presentan codones de
terminación al final de su exón 2, por lo que originarían proteínas
severamente truncadas. Finalmente, se realizó una predicción de estructura
secundaria para las dos nuevas secuencias caracterizadas; dicha predicción
se basa en el posible estado conforrnacional de cada uno de los residuos de
un determinado dominio proteico. Comparando la predicción de estructura
con la de los otros genes conocidos, se concluye que de existir un producto
proteico de este gen, debería ser bastante diferente de las proteínas HIJA-DR
conocidas.
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1. El Sistema Principal de Histocompatibilidad
1.1 ¿Qué es un sistema
principal de
histocompatlbllldad?
Cuando un tejido o parte de un tejido
(injerto) de un individuo se trasplanta a otro
diferente, el injerto pude ser destruido por el
sistema inmunológico del individuo receptor
debido a que el tejido donado expresa
moléculas de superficie celular diferentes a
las que expresan los tejidos del individuo
receptor. Estas moléculas actúan, pues, como
meros antígenos, del mismo modo que
moléculas de agentes extraños patógenos
(virus o bacterias) estimulando a los
linfocitos del receptor. Estos antígenos o
moléculas de superficie celular determinan,
por lo tanto, si un tejido es 6 no compatible
inmunológicamente; actúan como antigénos
de histocompatibilidad y son codificados por
genes de histocompatibilidad. La mayoría de
estos antígenos producen reacciones de
rechazo moderadas y lentas cuando actúan
de modo independiente. Hay, sin embargo,
un grupo de antígenosde histocompatibilidad
que producen una rápida destrucción y
rechazo del tejido injertado y que son los
principales responsables de la aceptación o
rechazo de los injertos; debido a ello se
denominan Antígenos Principales de
Histocompatibilidad (Klein 1990). Además,
los genes que los codifican se agrupan en
una pequeña región cromosámica
denominada Sistema Principal de
Histocompatibilidad o MHC (del inglés: Major
Histocompatibility £omplex).
Se han identificado sistemas
principales de histocompatibilidad en el
hombre, chimpancé, gorila, orangután, ratón,
rata común> rata del desierto, harnster sido,
conejo, perro, gato, vaca> cerdo, oveja,
caballo, pollo, y ranas comunes. Asimismo> se
tienen pruebas indirectas de su presencia en
otras especies y se cree que probablemente
exista en todos los animales vertebrados.
Hasta ahora no se ha detectado su presencia
en ningún invertebrado.
1.2 El Sistema Principal de
Histocompatlbllldad
humano: Sistema HM.
El sistema principal de
histocampatibilidad en el hombre se
denomina sistema HLA <antígenos
leucocitarios humanos; del inglés: Human
Leucocytes Antigens). El sistema HLA se
localiza fisicainente en el brazo corto del
cromosoma 6 ocupando una longitud de 4
centimorgan (clvi), aproximadamente 4
millones de pares de nucleótidos (Ferrando y
col., 1981). Dependiendo del origen genético
y/o funcionalidad biológica de sus productos,
el conjunto de genes del sistema HLA puede
dividirse en 2-4 gandes grupos (Klein, 1977;
Klein, 1984; Klein 1990; Brostoff y col. 1991;
Trowsdale y col. 1991) <Figura 1):
GENES DE CLASE 1: codifican para
las proteínas de membran4antígenos
de los loci ¡-¡LA-A, -B y -C (antígenos
de clase 1). Son moléculas implicadas
en la restricción del reconocimiento
antigénico por linfocitos T,
predominantemente por linfocitos ‘1’
citotóxicos. Su distribución es general
en tejidos somáticos, si bien existen
grandes diferencias en cuanto a su
expresión cuantitativa. Células
musculares, fibroblastos y células del
sistema nervioso tienen un bajo
contenido de moléculas de clase 1> y
únicamente células pertenecientes al
sistema inmune (linfocitos T, B y
macrófagos) presentan altas
concentraciones de estas proteínas en
su superficie.
GENES DE CLASE II: codifican
para las proteínas de
membrana/antígenos de las
subregiones HLA-DR, -DQ y -DP.
Estas regiones están formadas a su
vez de varios genes. Se han descrito
recientemente otros genes de clase II
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no agrupados en estas subregiones,
HLA-DN, -DO y -DM (Trowsdale y
Kelly, 1985; Tonnelle y col., 1985;
Kelly y col., 1991a). Estas proteínas,
al igual que las de la clase 1, están
involucradas en los fenómenos de
restricción del reconocimiento
antigénico pero en este caso
principalmente por linfocitos T
reguladores. Su distribución tisular
está limitada a células del sistema
inmune (linfocitos B, macráfagos,
linfocitos T activados) o células que
posiblemente también intervienen en
reacciones inmunes (células
epidérmicas de Langerhans y células
dendríticas tímicas). Muy
recientemente se han descrito un
gran número de genes que, sin
codificar para antígenos de clase II, se
sitúan dentro de esta región y
parecen intervenir en el
procesamiento de los antígenos
exógenos (Trowsdale y col. 1991)
GENES DE CLASE III: codifican
para una gran variedad de proteínas>
algunas de ellas relacionadas con
funciones inmunológicas y otras no.
Entre las proteinas con funciones
inmunológicas podemos destacar los
componentes de la cascada del
complemento Bf, C2 y C4; los
factores de necrosis tumoral TNF-A y
TNF-B y el gen para la Hsp-70 (del
inglés: l-Ieat Shock Protein). De
hecho, la ausencia de relación
funcional o evolutiva entre estos
genes y los antígenos HIJA hace que
algunos autores no los consideren
propiamente dentro del Sistema
Principal de Histocompatibilidad
(Klein 1990).
IV deriva de la de los genes Qa y TI
del MHC del ratón que se encuentran
físicamente apartados de clase 1. Sin
embargo, en el hombre estos genes
se localizan intercalados y muy
próximos a los de los antígenos de
clase 1 (HLA-A, -B, -C) y no debe
considerarse la existencia de una
región de clase IV (Klein 1990).
1.3 Mapa genético
sistema FILA
del
En los últimos 3 años se han
publicado numerosos mapas genéticos del
sistema HIJAL con una complejidad cada vez
mayor (Hurd 1989; Spence y col. 1989; Klein
1990; Trowsdale y col. 1991). El creciente
conocimiento de este complicado sistema
genético es debido, principalmente, al rápido
desarrollo que las técnicas de genética
molecular han permitido en la caracterización
de nuevos loci y alelos del sistema. El mapa
más completo y reciente (Trowsdale y col.
1991) registra 15 loci diferentes en la región
de clase 1, 31 en la región de clase II y 36 en
la región de clase III (Figura 1>.
GENES DE CLASE IV: Codifican
para moléculas con una estructura
similar a la de clase 1 pero con
distribución tisular muy reducida. Se
cree que pueden funcionar como
antígenos de diferenciación durante la
embriogénesis (Brostoff y col. 1991>.
Su clasificación como genes de clase
3




21.2 Región de genes de
clase ¡
La Región de genes de clase 1
del sistema principal de
histocompatibilidad humano ocupa
aproximadamente unas 2.000 kb de
DNA (Lawrance y col. 1987) y
contiene aproximadamente 20 loci
entre genes, pseudogenes y
fragmentos de genes (Srivastava y col.
1985; Koller y col., 1987; Lawlor y
col. 1990). Los miembros funcionales
dentro de la familia de genes de clase
1 se consideran de entre los más
polimórficos de la naturaleza (Parham
y col. 1989). Los primeros genes
conocidos de esta región fueron los
que codifican para los denominados
antígenos de trasplante <HIJA-A, -B y
-e). Pero había datos experimentales
que apuntaban a la existencia de
otros genes muy similares: 1) por una
parte el conocimiento de genes
análogos a los de clase 1 en el MHC
del ratón (regiones Qa y Tía; Flaherty
1981; Flavel y col. 1985) y b) por otra
parte, los patrones de restricción
generados con sondas de cDNA de
genes de clase 1 evidenciaba la
presencia de entre 17 y 20 genes
diferentes en esta región (Orr y
DeMars, 1983). Hasta el momento se
han asignado nombres oficiales
(Bodmer y col. 1992) a los loci para
los genes HIJA-E, -F, 43> -H, y -J
pero se conoce la existencia de al
menos otros 7 loci: l.7p, HLA-X,
7.5p/9p y 4 pseudogenes (ver figura
1).
2.1.2.1 Los Ion’ para
antígenos clase 1 clásicos
(HiJA-A, -B, -C)
Los genes que
codifican para los antígenos HIJA-A, -.
B y -C se han denominado ‘clásicos”
por ser los primeros en conocerse
dentro del sistema HIJA y además por
presentar una expresión muy amplia
en las células del organismo. Frente a
estos 3 loci, los recientes genes de
clase 1 encontrados (HIJA-E, -F, -O,.,.)
se han denominado “no clásicos”.
En la figura 5 se
representa la estructura de un gen de
clase 1 tipo (cadena pesada, Malissen
y col. 1982) siendo esta muy similar
en los distintos loci. La comparación
entre secuencias procedentes de RNA
mensajero y las obtenidas a partir de
DNA genómico ha permitido
establecer la organización intró~/exón
de los genes de clase 1 funcionales
(Figura 5). Además de un exón
primero que codifica para un péptido
lider de 24 aminoácidos, hay otros 7
exones de los cuales los exones 2 a 5
codifican para los 3 dominios
extracelulares al, a2, a3 y el dominio
hidrofóbico de la región
transmembranal. Sin embargo el
dominio citoplásmico se codifica por
los exones 6 a 8 en el caso de HIJA-
A2, AB, A24 y Cw3, o por los exones
6 y 7 en el caso de los alelos de la
serie HLA-B, en los que el exón 8
codifica sólamente para la región 3’
no traducida (3>UT). Aunque, los
genes de clase 1 tienen una señal de
poliadenilación clásica tipo “AATAAA”
los elementos reguladores del
promotor no están muy conservados.
Mientras que en los genes
equivalentes de clase 1 del MHC del
ratón se encuentra una señal
convencional “TATAAA” 30
nucleótidos (-30) por enzima del
codón de iniciación <TATA box), los
genes humanos análogos presentan la
secuencia TCTAAA para todos los
alelos de clase 1 exceptuando el HIJA-
Cw3 que presenta TCTGAA. Además,
la señal en la posición -50 ha
resultado ser “CCAAT” en todos los
genes de clase 1, exceptuando de
nuevo al HLA-Cw3 que presenta
dicha señal en la posición -118
(Strachar,, 1987). Se han encontrado
otras secuencias reguladoras de ¡a
expresión como son la denominada
CRE (del inglés: Class 1 Begulatory
Element) que se situa entre las
posiciones -200 y -160 con 3
subregiones muy claras y que sirve
1
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genómica <Koller y col., 1988;
Srivastava y col., 1987) o su
secuencia cDNA (Mizuno y col.,
1988). Posteriormente fueron
caracterizados y nombrados
oficialmente los genes HLA-G
(Geraghty y col., 1987), HIJA-E
(Geraghty y col., 1990) y HLA-H
(Paul y col., 1987>. El análisis de
secuencias de estos 4 loci diferentes
ha revelado que tienen exones
intactos y por lo tanto pueden
codificar, al menos potencialmente,
para cadenas pesadas de antígenos de
clase 1 (Figura 6).
¡-¡LA-E: La disposición de intrones y
exones de HIJA-E (Figura 6) recuerda
en lineas generales a la de los genes
clásicos de clase 1. La diferencia más
importante es la presencia de una
deleción de 5 nucleótidos en el exón
7 que producen un codón de
terminación y una proteina de clase 1
con un aminoácido menos que las de
los loci HLA-B y 4 menos que las de
los loci HLA-A. En cuanto a los
intrones se han encontrado 3
segmentos repetitivos Mu que no
están presentes en otros genes HIJA
de clase 1: el primero en la región 5’
flanqueante del gen, el segundo en el
intrón 5 y el tercero en la región
3>UT. En cuanto a las señales
reguladoras se han encontrado la
región CCAAT a -50 y la región
TATAAA a -30 del punto de iniciación,
pero curiosamente la variación
TCTAAA de los genes de clase 1
clásicos se ve sustituida por la típica
TATAAA en HIJA-E como sucede en
los genes de clase 1 murinos.
l-ILA-G: La organización exótVintrón
de HIJA-G es idéntica a la de los
genes HIJA-A, -B, -c (Figura 6). Sin
embargo el gen HIJA-G difiere de los
genes clásicos en la existencia de un
codón de terminación localizado en el
segundo codón del exón 6. Por tanto,
la mayor parte del sexto exón, así
como los exones 7 y 8 completos no
van a ser traducidos a proteinas. En la
región reguladora se encuentran las
regiones CCAAT (-50) y TCTAAA, la
que significa que se han conservado
los elementos promotores clásicos de
los genes HIJA-A y HLA-B.
HLA-F: En la tercera línea de la
Figura 6 se observa la disposición de
intrones y exones del gen HLA-F. Su
organización y tamaño es similar a la
de los genes HIJA-A y HLA-B,
presentando como diferencia más
importante el cambio de la señal 3’ de
procesamiento del? RNA al final del
intrón 6 (AA en lugar de la secuencia
conservada AG). Esta alteración al
final del intrón 6 puede provocar que
se pierdan todos los nucleotidos del
exón siguiente (exón 7) durante el
procesamiento del RNA para HIJA-E.
La región promotora de HIJA-E tiene
las señales CCAAT (-50) y TCTAAA (-
30) conservadas de los genes de clase
¡ clásIcos.
HLA-H: La estructura genética de
HLA-H es también similar a la de los
genes de clase 1 clásicos y parece ser
diferente de los genes HIJA-E, HLA-F
y HIJA-G.
Recientemente (Bodmer y col.
1992) se ha asignado nombre oficial
a un nueva gen de esta familia: HIJA-
J (Ragoussis y col., 1989). Además se
han determinado a nivel de DNA
diferencias en las zonas flanqueantes,
5’ y 3> UT (del inglés: UnTransíated)
que se mantienen Junto a grupos de
alelas HIJA de clase 1: diferencias en el
número de genes o pseudagenes en
los diferentes haplotipos y diferencias
en cuanto a secuencias reguladoras y
mapas de restricción «ardan y col.>
1985, Srivastava y col,, 1985)
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otros 2 genes de la región, DPB2 y
DPA2, parecen ser pseudogenes por
diferentes motivos, en los haplotipos
en que se han estudiado (Servenius y
col., 1984).
LASUBREGION HLA-DN/DO: Los
genes HIJA-DNA y -DOR se
localizaron en sus posiciones
presentes por electroforesis de campo
pulsante, PFGE (del inglés: Pulsed
Field Gel Electrophoresis). Estos
estudios demostraron que el gen DNA
(Trowsdale y Kelly, 1985> se situaba
próximo a la subregión DP, en tanto
que el gen DOB (Tonelle y col., 1985)
estaba más próximo a la subregión
DQ. Pero, además, los estudios de
PFGE demostraban que la distancia
entre DNA y DOB era superior a 100
kb y por lo tanto parecía poco
probable que sintetizaran cadenas
capaces de generarheterodímeros a/fi.
Sin embargo, muy recientemente se
han encontrado proteinas
heterodiméricas con los productos de
estos dos genes.
LA SUBREGION HLA-DM: Los
dos loci de esta subregión, DMA y
DMB, se han localizado en el sistema
HIJA muy recientemente (Kelly col.,
1991) situados físicamente entre los
loci de DNA y DOB. Su
caracterización ha sido posible tras su
hallazgo previo en el MHC del ratón,
utilizando posteriormente sondas de
ratón sobre una librería de cDNA
humano, A diferencia de los otros
genes de clase II, parecen presentar
un polimorfismo muy restringido o
nulo y la comparación de su
secuencia con la de los genes de clase
1 y II los sitúa en una posición
intermedia. Del mismo modo> la
estructura proteica de los productos
de estos genes sería ligeramente
diferente a la del resto de los
antígenos de clase II. Principalmente,
porque en los 2 dominios más
externos hay aminoácidos que pueden
formar múltiples puentes disulfuro.
LA SUBREGION HLA-DQ: la
subregión DQ contiene 5 genes
diferentes: DQA1, DQB1, DQA2, DQB2
y DQBS. Los genes funcionales de
esta región, DOAl y DQB1 (Okada y
col., 1985), se disponen también
cabeza-cabeza y no hay evidencia
hasta el momento de la expresión de
los otros 3 genes de la región. Los
genes DQA2 y DQB2 (Jonsson y col.,
1987) poseen secuencias intactas y no
hay datos que demuestren que son
pseudogenes. El gen DQB3 ha sido
descubierto más recientemente (Ando
y col., 1989) pero tampoco hay
evidencias de su expresión.
LA SUBREGlON HLA-DR: ha sido
estudiada por diferentes grupos (Spies
y col.> 1985; Rollini y col., 1985;
Meunier y col., 1986). El consenso de
los datos indica que hay dos genes
DRB expresados en la mayoría de los
haplotipos (DRB1 y DRBS ó DRB4 6
DRB5) y un numero variable de
pseudogenes. Excepción a estos datos
son los haplotipos DR1, DR8 y DRiO
en los que sólo se expresa un gen
(DRB1). Los pseudogenes se han
definido así por tener deleciones o
codones de stop (DRB2, DRB7 y
DRB8) pero se considera que pueden
tener un papel importante en
mecanismos de conversión génica y
no se sabe si son totalmente
aftincionales.
ESTRUCTURA DE LOS GENES
DE CLASE II: Como en otros genes
eucariontes y de modo parecido a lo
que sucede en los antígenos de clase
1, hay una correspondencia entre los
exones de los genes y los dominios de
las proteinas maduras. En la figura 9
se muestra el• mapa esquemático
típico de los genes de clase II. Así, las
cadenas a se sintetizan por 5 exones,
incluyendo una región 5’ UT y el
péptido lider, los exones para los
dominios al y a2 y un exón 4 para
el péptido conector, la región
transmembranal, el dominio
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2.3 Proteinas y genes de
clase III
La región de genes denominados de
clase III se situa físicamente entre las
regiones de clase 1 y clase II, ocupa unas 800
kb y contiene, al menos, más de 36 genes
diferentes. Mientras que las regiones de clase
1 y TI contienen genes para los antígenos de
trasplante, la region de clase III contiene
genes no relacionados con dichos antígenos
ni con la presentación de péptidos. Alguno de
los genes de esta región tienen un
polimorfismo moderado en contraste con el
alto polimorfismo observado en los genes de
clase 1 y clase II (White., 1989). Podemos
considerar diferentes grupos de genes en esta
región:
2.3.1 Los genes
complemento y
productos proteicos:
del
sus
La función de 02> 03> C4 y Ef
en la activación del complemento
puede verse en la figura 11 de forma
esquemática. Cabe resaltar que las
dos vías de activación del 03 y 05
tienen una especificidad y actividades
catalíticassimilares. Los componentes
C3 y 04 están tanto estructural como
funcionalmente relacionados. Las dos
proteinas son glicoproteinas
sintetizadas como una única cadena
polipeptidica de 180-200 kd. Antes de
su secreción por la célula que las
sintetiza son procesadas rindidendo 2
cadenas (a 110 kd; fi 75 lcd) en el
caso del 03, y 3 cadenas (a 90 kd; fi
70 lcd; ir 30 kd) en el del 04. Su
activación lleva a la liberación de un
péptido aminoterminal de
aproximadamente 80 residuos de sus
correspondientes cadenas a> con lo
que que quedaría expuesto un enlace
intracatenario tipo éster. 03, 04 y 05
presentan una secuencia homóloga
que hace pensar en una evolución
procedente de un gen ancestral
común (Porter> 1985).
Las moléculas del Bf y 02 son
también glicoproteinas sintetizadas y
secretadas como una única cadena
peptidica de 90-100 lcd. Las dos son
serín-proteasas no clásicas en las que
las cadenas catalíticas formadas tras
su activación son de
aproximadamente 60 kd (carboxilo-
terminafl. Como en el caso del 03,
04 y 05, los componentes 02 y Ef
son muy similares estructuralmente,
aunque la homología en sus
secuencias nucleotídicas sólo sea de
un 35% (Porter, 1985).
El número de alelos de cada
locus varía entre las 4 variantes del
02 (Meo y col., 1977), 11 del Factor
E (Mauff, 1986), 13 para el C4A, y las
22 variantes en el locus 04B (Mauffy
col.> 1983). En todos los loci se han
descrito alelos nulos, deleción o no
expresión, aunque en el Ef nunca en
homocigosis <Bertrams y Mauff,
1985). Utilizando sondas de cUNA
(complementary DNA) se ha logrado
construir el mapa genómico de estos
genes y su orden (Figura 1): 02-BE-
C4A-04B en un segmento de 98 kb
(Carrol y col., 1984). El orden de
estos genes LILA de clase III con
respecto a HIJA-E sería HIJA-B-C2-Bf-
04A-C4B-HLA-DR (Olaisen y col.,
1983; Carrol y col., 1984; Marshall y
col., 1984; Abbal y col., 1987; Carrol
y col., 1987)
El altísimo polimorfismo
hallado en los antígenos HIJA de clase
1, II y III se encuentra en parte
limitado por un fenómeno de
agrupación de variantes. Es el
denominado “desequilibrio de
ligamientott (Awdeh y col., 1983) por
el que se ha observado la asociación
de alelos particulares juntos, en un
mismo cromosoma o “haplotipo
extendido”, con una frecuencia mayor
a la esperada según la frecuencia
individual de los alelos en la
población general.
Dentro de los antígenos HIJA
de clase 111, en 04 se ha encontrado,
al igual que en la región• DR de clase
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Las moléculas de C4B son mucho
más hemolíticas que las de 04K Esta
diferente flincionalidad es debida a
que C4B se une de 2 a 3 veces más
rápidamente mediante un enlace éster
(grupo acilo) a polisacáridos
(membrana celular) o glicerol,
mientras que sucede lo contrario en
cuanto a la unión a proteínas
mediante un enlace amido (Isenman
y Young, 1984; Law y col., 1984).
IJa molécula de proC4
contiene un total de 1722
aminoácidos en los que sólo aparecen
15 cambios entre los dos isotipos y
sus diferentes variantes alélicas. Sin
embargo, este número tan pequeño
de variaciones en la estructura
primaria serían las responsables, al
menos aparentemente, de las
numerosas diferencias en la
reactividad de la unión tioéster, en la
carga eléctrica y en la antigenicidad
(grupos sanguíneos Chido y Rodgers)
de los diferentes alelos del 04 (Porter,
1985). El rango de reactividad
encontado entre los distintos alelos e
isotipos del 04 junto con el hecho de
que una mayoría de individuos son
heterocigotos para 04 y tienen entre
3 y 5 formas distintas de 04 en
circulación, podría ser ventajoso al
asegurarse una activación rápida del
complemento en presencia de
microorganismos extraños con
diferentes estructuras en su
superficie. Además, la carencia de esta
heterocigosidad podría ser
ocasionalmente desventajosa,
aumentando el riesgo de fenómenos
autoinmunes o de patologías por
inmunocomplejos (Poder, 1985).
Estos tres componentes del
complemento, 02, 04 y Ef, están
codificados por genes dentro del MHO
del hombre, ratón, y sin duda de
muchos mamíferos. En el genoma se
encuentran asociados tan
estrechamente que no se han
encontrado sobrecruzamientos entre
ellos (Porter, 1985). Las moléculas de
02 y Bf están codificadas por un
único gen, mientras que las del C4 lo
están por> al menos dos genes
próximos entre sí (O’Neill y col.,
1978)> aunque hay variabilidad de
unos haplotipos a otros con respecto
al número de genes de 04. Los dos
genes de 04, 04A y 04B, están
separados por 10 Kb y situados a 30
Id, de distancia de un unico gen del
factor E y de C2.
Los genes de C2 y Ef están
muy próximos, de modo que el
extremo 3’ del gen de 02 queda a tan
sólo 421 bases del punto de iniciación
de transcripción del gen de Ef. El gen
del factor E se extiende 6 ¡ch en tanto
que el de 02 ocupa 18 kb. La gran
diferencia de longitud entre estos dos
genes se debe a diferente longitud de
sus intrones, ya que los RNAs
mensajeros y las proteinas son muy
similares tanto estructural como
funcionalmente. Se piensa que estos
dos genes provienen de la duplicación
de un gen ancestral que debió ocurrir
hace ya mucho tiempo, puesto que
sus productos proteicos sólo
presentan una homología del 39%.
Los 2 genes para C4, 04A y
C4B, presentan, en cambio> una
homología de un 99% y se cree que
proceden de una duplicación más
reciente. Los RNAs mensajeros son de
5,5 kb de longitud y la región
genómica que ocupan puede ser de
16 o 22 Id, <formas “codas” o ‘largas”
del gen) en el caso de C4B y de 22
Kb en el caso de C4A. Esta diferencia
de longitud se debe a una deleción de
7 kb en uno de los intrones del gen
(Carroll y col., 1985). La estructura
genómica completa se ha descubierto
recientemente (Yu y col., 1991) y se
sabe que el gen consta de más de 28
exones e intrones (Figura 12).
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mucho más eficaz que el que se
podría predecir por estudios de unión
de péptidos a antígenos clase II
purificados. Una posible explicación de
esta discrepancia es que alguna
proteína catalice positivamente este
proceso dentro de las células
presentadoras de antígeno. Las
proteínas propuestas para esta
función son las Hsp-70 y otros
miembros de su familia (familia de las
“chaperoninas”), y el mecanismo
propuesto se esquematiza en la figura
13.
2.3.5 Genes para proteínas con
elementos repetitivos: RD
y OSG:
El gen RD se identificó
primeramente en el MHO de ratón y
utilizando sondas de cDNA se localizó
su posición en el sistema LILA. La
proteína para la que codifica tiene 42
lcD y no presenta homología con
ninguna otra proteina conocida. Pero
el polipéptido deducido de la
secuencia de cDNA tiene una alta
proporcion de residuos cargados y
carece de señal hidrofóbica y de
péptido lider. Por tanto, esta proteína
no va a ser secretada y no va a estar
localizada en membranas celulares o
mitocondriales. Su nombre deriva de
la existencia de 52 repeticiones de un
dipéptido en su región proteica
central que suele ser arginina (R) -
acido aspártico (D>. El gen RD (Levi-
Strauss y col., 1988) se transcribe en
dirección opuesta a como lo hacen 02
y 04. Recientemente se ha localizado
otro gen que codifica la hebra opuesta
del CYP21E, denominado OSO (de!
inglés: Qpposite Strand Gene) y cuya
proteína está caracterizada por la
presencia de 3 segmentos repetitivos
de una longitud e 100 aminoácidos
(Morel y col., 1989).
2.3.6 Genes para proteínas de
función desconocida: BAT
yG:
Trabajos recientes (Spies y
col., 1989) han localizado un grupo
de genes en la zona del MHO que se
sitúa entre el locus HLA-B y los
genes de complemento, por lo tanto
dentro de la región de clase III. Este
grupo, que contiene un mínimo de 8
loci diferentes se ha denominado BAT
(del inglés ~AssociatedTranscripts> ó
genes 0, dependiendo del grupo que
los ha ido describiendo> y se han
numerado del 1 al 18. La estructura y
función de dichos genes sigue siendo
desconocida hasta el momento
presente. Pero su localización en las
proximidades del locus HIJA-B nos
puede hacer preguntamos si las
asociaciones que se han encontrado
de enfermedades con alelos del locus
8 (como HLA-B27 con la espondilitis
anquilosante) es debida a los
productos del locus E en si o a genes
próximos. Dentro de esta última
posibilidad, los genes BAT podrían
tener alguna respuesta cuando se
conozca su función. Los genes O que
son coincidentes con los BAT, son
también de función desconocida en
su mayoría. Dos de ellos, como 02 y
03 se corresponden con BAT2 y
EAT3, codifican para proteinas ricas
en prolina. El gen 07a codifica para la
sintetasa del vanyl-tRNA <Sargent y
col., 1989; Spence y col., 1989).
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3. Polimorfismo del sistema HLA:
El sistema HLA es extremadamente
polimórfico; es decir, presenta una elevada
cantidad de variantes alélicas para cada uno
de sus loci genéticos. Esta característica hace
que dos individuos> sin ser parientes, tengan
escasisimas posibilidades de ser HLA-
idénticos, por no decir nulas. Además del
polimorfismo dentro de los loci, existe en
algunos casos, el polimorfismo denominado
de “dosis” génica> pues también puede haber
variaciones en el número de genes en
diferentes cromosomas.
Finalmente, con el desarrollo de las
diferentes técnicas de “tipificación” del
sistema HIJA., se ha ido observando un
polimorfismo cada vez mayor, según se
profundizaba progresivamente en el
conocimiento del sistema. Así, el número de
variantes que se detectan por serología es
menor que las que se detectan por
fragmentos de restricción de longitud
polimórfica (RFIJP), que a su vez es menor
que el que se puede detectar si se secuencia
el DNA de los diferentes alelos.
3.1 Polimorfismo
serológico del
sistema HLA:
Para que un alelo sea
reconocido por las técnicas de
serología es necesario que haya
disponibles a nivel internacional
sueros policlonales o monoclonales
que permitan el reconocimiento de
dicha especificidad en diferentes
laboratorios. Estas nuevas
especificidades se reconocen cada
cuatro años en los Talleres
internacionalesdeHistocompatibilidad
(Dupont, 1989; Eodmery col., 1992).
La lista más completa y reciente de
especificidadesserológicasreconocidas
se recoge en la Tabla 1 (Bodmer y
col., 1992). De los loci citados en la
tabla, sólo HLA-A, -E, -O, -DR y -DQ
se tipifican por las técnicas de
microlinfocitotoxicidad estandar, en
tanto que Dw se tipifica en cultivo
mixto de linfocitos frente a un panel
de células homocigotas de tipaje y DP
en respuesta a cultivo secundario.
El comité internacional de
Histocompatibilidad ha decidido
asignar sólamente nombre oficial a
aquellos patrones de reacción
serológicos que correlacionen con
secuencias de DNA, ya que puede
haber patrones de reacción cruzada
‘entre diferentes antígenos, por
compartir estos los denominados
“epitopos” o pequeñas trozos de
secuencia de aminoácidos dentro del
antígeno.
Concentrándonos en la región
DR, se observa en la Tabla 1, que hay
al menos 21 variantes del locus
principal, HLA-DRE1, numeradas del
1 al 18, siendo alguna de ellas
subdivisiones que se han encontrado
recientemente de otras definidas
antaño (como DRil y DR12 que son
subtipos de DR5; por tanto DR5 no es
en si un alelo> sino un conjunto de
alelos diferentes).
3.2 PolImorfismo
genético de
restricción (RFLPs)
Con la introducción en 1975
de la tecnología de Southem
(Southem, 1975), se pudieron
comenzar a estudiar los denominados
polimorfismos de “presenci4ausencia”
de lugares de restricción (es decir
fragmentos específicos de secuencía
que son reconocidos por
endonucleasas de restricción). Si en
un DNA determinado estaba presente
el lugar de reconocimiento para la
enzima, ésta cortaba y al revelar con
una sonda para el gen en estudio se
observaba un patrón de fragmentos
diferente que si el lugar especifico
para dicha enzima estaba ausente. En
el fondo, este tipo de tecnología es
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1Tabla 1
Especificidades HL4 reconocidas, 1992
A E O D DR DO Op
Al
A2
A203
A210
AS
A9
Alo
Ah
Al 9
ASS(9>
A24(9>
A2403
A25(lO>
A26(1O)
A28
A29(l9>
ASO(l9>
ASí (19>
A32 (1 9)
A33(19)
A34(lO)
Ase
A43
A66(lO>
ASO(28
A69(28)
A74(19)
65
67
6703
88
612
613
614
815
616
617
618
621
822
627
635
637
638(1~
839(16)
63901
83902
640
64005
641
642
644(12)
645(12)
846
647
640
648(21)
650(21)
851(5)
65102
65103
852(5)
853
654(22)
655(22>
656(22>
657(17)
658(17>
659
660(40>
661(40~
652(15)
663(15)
654(14)
665(14)
667
670
671(70)
672(70)
673
875(15>
678(1 5>
677(15)
67801
0*1
0*2
0*3
0*4
0*6
0*6
0*7
0*8
0w9(*3)
OwlO(wS>
0*1
0*2
0*3
0*4
0*6
0*6
Dw7
0*8
0*2
0*10
Dwhl(w7)
0*12
0*13
0*14
0*15
0*16
DwhZ(w7)
0w18~6)
DwlO(w6)
0*20
0*21
0*22
0*23
0*24
0*25
0*26
CMI
DM103
DRa
cm
DM4
OMS
DM6
DM7
cm
cm
ORlO
DRIl(S)
DRI2(5)
DRíS(O)
DRí 4(6>
DM1 403
DR1404
DRIS(2>
DR1S(2>
DM17
DRIS(a)
001
D02
DOS
004
005(1)
006(1>
007(3>
008(3>
009(3)
DM51
DM52
DM53
6*4
6*6
DPwl
DP*2
OPwS
DPw4
DP*5
DP*6
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una aproximación, aunque grosera, a
la secuenciación de DNA.
Con la aplicación de estas
técnias al sistema HIJA y más en
concreto a los genes de clase II
(Bidwell y Jarrold, 1986; Eidwell y
col.> 1987; Bidwell, 1988), la
tipificación de los antígenos HIJA-DR
es más fiable que con las técnicas
serológicas, pero lo que aún es más
importante, se definen nuevos alelos,
que por serología
pasaban inadvertidos <así, por ejemplo
el alelo DR13 serológico se subdivide
en al menos 4 subtipos genéticos:
13a1, 13a3, 13a4 y 13b). Para
conseguir estos patrones “sencillos”
fue necesario dejar de utilizar sondas
de cDNA completas y utilizar sondas
cortas como pRTVII. (Bidwell y Jarrold,
1986>.
Los patrones característicos
que se pueden obtener en células
homocigotas de tipaje se sumarizan
en la figura 14. Un dato muy
llamativo de esta técnica, aparte de la
claridad de interpretación de
resultados, es el diferente número de
bandas que se obtienen en las
diferentes células. Así, por ejemplo, en
las células DRS sólo se obtiene una
banda, 2 bandas en las células DRí y
DRiO, 3 bandas en las células DR2,
DR3, DR5 y DR6 y 4 bandas en las
células DR4> DR7 y DR9. Según se ha
ido conociendo el sistema HLA, se ha
podido comprobar que este número
de bandas coincide con el número de
genes HLA-DRB existentes en cada
cromosoma si se exceptúa DRí, DR2
y DRiO, que presentan una banda
más que el número de genes que se
conoce.
3.3 PolImorfismo
genético de
secuencla de DNA
Con la descripción y desarrollo
de la determinada tecnología POR
(Saiki y col., 1985>, el estudio del
sistema HLA. se ha revolucionado en
el sentido de que es relativamente
sencillo obtener un elevado número
de copias de un gen determinado y
utilizarposteriormenteestas copias en
técnicas de tipaje con oligosondas o
mediante secuenciación de DNA. Esto
ha permitido que en los últimos años
se hayan secuenciado muchos alelos
de los diferente lcd HIJA. En
concreto, en la región HIJA-DR se han
obtenido hasta la fecha (Marsh y
Bodmer, 1991) más de 50 secuencias
diferentes para los diferentes loci
HIJA-DRE: 47 del gen DREl, 4 del
gen DRE3, 1 del gen DRB4 y 4 del
gen DRES. En la figura 15 se muestra
la traducción a proteinas del exón 2
de todos estos alelos. En el exon 2
<que codifica para el dominio NH2
terminal> de los genes DRE se han
localizado 3 regiones “hipervariables”
concretas, apoyando la idea de
conversión génica (Wu y col,, 1986)
como potenciadores del polimorfismo
HIJA: 10 nucleótidos -4 al 29
(residuos aminoácidos 4 al 14); 20
nucleátidos 63 a 79 (residuos 26 al
37>; y 30 nucleótidos 186-209
<residuos 67 al 74) (Korman y col.,
1985; Belí y col,, 1987; Bidwell y col.>
1989>, como se representa en la
figura 15.
3.4 Polimorfismo de
“dosis” génica:
Hemos venido apuntando en
apartados anteriores, que además del
polimorfismo de alelos dentro de los
diferentes loci HIJA, en dos regiones
concretas (04 y HLA-DR) se ha
detectado un polimorfismo de “dosis”
génica, es decir> de variabilidad en el
número de genes de un cromosoma
a otro.
3.4.1 El caso de los genes
de C4:
Cuando en 1978 se
describió la existencia de 2 loci
genéticos para la proteina de
26


1985). Este pseudogen, DRB2, ha
perdido el exón 2 completo. Este
grupo de cromosomas se denomina
“Grupo del DR52”.
De modo similar> los
cromosomas cuyo gen URBí codifica
para las proteinas DR4, DR7 ó DR9,
poseen una estructura genética muy
similar con 4 diferentes genes DRB: 2
activos <DREl y DRB4, que codifica
para la proteína DR53) y dos
pseudogenes (recientemente
nombrados como DRE7 y DRES;
Eodmer y col.> 1992). Este grupo de
cromosomas, en conjunto> se
denomina “Grupo del DR53”. Uno de
los pseudogenes de este grupo carece
de exón 2 completo, pero el otro tiene
una estructura genética
aparentemente normal. Pero además,
y muy próximo al gen DRA, se ha
encontrado en estos cromosomas una
región que podría corresponder con
un exón 2 suelto (Meunier y col.,
1986; Haasy col., 1987); este exón ha
sido recientemente nombrado como
DRES (Bodmer y col., 1992).
Los cromosomas cuyo gen
DREl codifica para proteínas DR2
tienen una estructura similar a los del
grupo del DR52> con 2 genes activos
(DREl y DRB5> que codifica para la
proteína denominada URSí) y un
pseudogen <Kawai y col, 1989). Este
pseudogen se ha catalogado como tal,
porque aunque contiene exón 2,
carece de promotor> lo que hace que
esta denominación no sea definitiva.
Por otra parte, los
cromosomas cuyo gen URBí codifica
para proteínas DR1 ó DRiO parecen
tener sólo un gen activo, pero se sabe
por los datos de RFLPs que deberían
tener 2 genes (Eohme y col., 1985).
Este gen “perdido” podría ser un
pseudogen> pero no se sabe con
certeza.
Finalmente, los cromosomas
cuyo gen URB1 codifica para
proteínas DR8 tienen la estructura
genética más sencilla, con un único
gen (DRB1). Este dato correlaciona,
nuevamente, con que se obtenga una
única banda de restricción en los
estudios de RFLPs. Pero en cambio,
se sabe que, por serología, las células
DR8 cross-reaccionan con los sueros
del grupo del DRS2. Esta aparente
contradicción se puede comprender si
se piensa que estos cromosomas
proceden del grupo DR52 habiendo
sufrido una deleción que incluya el
extremo 3’ del primer locus <URBí),
el segundo locus completo <DRB2) y
el extremo 5’ del tercer locus (DRES)
<Gorsld, 1989); de modo que su único
locus es un híbrido DRB1-URB3, lo
que explica sus reacciones serológicas
cruzadas con el grupo del DR52.
Un resumen esquemáuco de
los diferentes tipos de haplotipos
enumerados se representa en la figura
17.
3.5 Posibles origenes
del polimorfismo del
sistema HLA
El elevado polimorfismo
encontrado en los loci del MMC
funcionales, sitúa a este sistema
totalmente aparte de otros genes
conocidos. Se podría pensar, por
tanto, que hay unas fuerzas de
selección natural “específicas”
actuando sobre el MHC. Por
supuesto, los loci del MHC sufren
selección negativa <purificación de
alelos mutantes no funcionales) como
el resto de los genes, pero esto no
sería suficiente (Klein y col.> 1990).
¿Se produce en este sistema genético
algún tipo de selección positiva, que
de ventaja a los individuos
heterocigotos para los diferentes loci?
Hay bastantes controversias a este
respecto: evidencias en contra de esta
supuesta selección positiva (Trowsdale
y col.> 1989) y estudios estadísticos
que se inclinan a favor (Hughes y
Nei, 1988).
Por otra parte, algunos
investigadores han postulado que la
generación de polimorfismo dentro de
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Basándonos, como se ha comentado en la Introducción, en dos datos
experimentales conocidos, esto es: la presencia de RFLPS adicionales en
haplotípos con menor número de genes conocidos (DR1, DR2 y DRiO) y la
existencia de Narlantes” de lILA-DR definidas por RFLPs pero con secuencia
desconocida (DR13b), los objetivos fundamentales del presente trabajo fueron:
1 Identificar la secuencia de nucleátidos de variantes de lILA-DR
definidas por serología y/o RFLP, y en concreto la del alelo HLA-
DR1 ab.
2 Caracterizar la presencia y obtener la secuencia de los genes o
pseudogenes lILA-DRO desconocidos que se detectaban por RFLPs
en los cromosomas D~, DR2 y DRiO.
3 Una vez caracterizados dichos genes, estudiar su polimorfismo (si
existe> y su distribución en los diferentes cromosomas lILA-DR.
4 Determinar si estos Ioci DRO hallados son genes o pseudogenes.
5 Completar el mapa genético de la reglón lILA-DR en los diferentes
cromosomas HLAy estudiar los posibles mecanismos evolutivos que
han dado lugar a las diferencias en número de genes observadas.
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Pacientes y
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1. Preparación de las disoluciones empleadas
ACRILAMIDA 40%
Para 100 mide preparación, pesar:
-38 g de acdlamlda
-2 g de bis-acrilarnida
BPB Sx
-Tris, pH 7.6, 50 mM
-EIflA 50 mM
-SOS 0.5%
-EPE <azul de brornofenol) 0.196
-Sacarosa 40%
dlsoker poragitación magnética a temperatura ambiente
en unos 90 mi de agua hl-destilada. Añadir 10 g de tesina de
interrambio lónico y dejarla actuar durante 30 minutos. Filtrar por
0.2 ~ín¡y enrasar a 100 mIcen agua hi-destiiada.
AMPICILINA
(20 mg/mí)
-Disolver 500 ng de AmpIcilina en 25 ml de Etanol al
80%
-U dosis pan cultivos líquidos será <concentración final:
50 íxg/m 1):
*125 ítl para Sin! de LII
1.5 ml para 600 mide Lii
3.5 ml para 1.4 ¡lIras de M9
-Para cultivos en placa: 100 ji.I por placa
dA MIX <Taq)
FORMAMIDA DESIONIZADA
El dfa de uso, pesar Sg de resma AG 50l-X8 «llorad, cnt.
reí. 1426425) porcada 100 nil de fom,an¡Ida. Agitarcon
imán durante 30 mInutos. Eliminar la tesina filtrando por
papel <litio normal.
“MAGICO” DENI-IART 50x (100%)
Para 200 inI:
1. Preparar 100 inI de [ISAal 2% del siguiente ¡nodo:
-2 g de LISA en 80 mIde agua U-destilada
-ajustar el pi1 a 3.0 con ¡¡Cl 2N
-hervir durante 15 minutos
-poner en hielo 10 minutos
-ajustar sobre el el hielo, el pH a 7.5 con
NaOH
-enrasar ce’, agua hasta 100 ml
-125 ítM JAn>
-500 ttM dcli’
-750 ¡xM d-c’CTP
-500 hM dTTI’
2. Preparar 100 mIde PVI’ 40 al 2% ¡Picolí (400) nl 2%.
Autoclavar30 minutos a l00~C.
3. Mezclar los 100 ml de cada una de tas soluciones
anteriores. Fraccionar y conservar congelado a -20W
hasta su uso.
dC MIX <Taq)
MEDIO RICO LB
-500 pM dATP
-125 j.M dcTt’
-750 xM d-c’GTP
-500 ‘Sl dflP
—Pesar en un erlenmeyer:
-6 g de liacto-h-iptona
-3 g de liaeto-Yeast Extjact
-6 g de NacídG MIX <Taq)
-llisolver con agua destilada y ajustar el p¡j a 7.5 con
NaO¡l 2W.-500 pSI dM1’
-500 pSI dcli’
-188 pSI d-c’CTI’
-500 pSI JTTP
-i~ustar cl volumen final a 600 ml
-Autoclavar
di? MIX <Taq)
-500 pSI dATP
-500 pM JGTP
-750 pSI d-c7CfP
-125 íM dl’TP
dNTP MIX <Sequenasa)
-2 mM dATP
-2 mM dcTP
-3 mM d-c’CTP
-2 mM dTTP
MEDIO MíNIMO M9
-Pesar en un erlennreyrnx
-8.4 g de Na,i1P0
4
—4.2 g de l<I~PO4
-0.7 g de Nací
-1.4 g dc Nl~~l
-7.0 g de Casani.Inoácklos
-Disolver en agua hl-destilada y ~ustarel pl! a 72 con
NaOH 2W.
-Enrasar a lA litios
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-Autoclavar
Madfr, <libando a través de un 1111w Mllle,c-0.2Z la
siguiente mezcla:
-2.8 mIde MgSO4 1 b.4
-0.14 mIde cack 1 M
-0.33 mIde Glucosa al 30%
MEDIO LIQUIDO 1W 2x
Para preparar 1 lItro, pesar:
-16 g de Eacto-tryptona
-5 g de Bacto-Yeast extnct
-5 g de Nací
~ustnr el pH a 7.2-74 con NaOH 2W
OLB 5x
(Oligomer labelling buffer Sx)
-Solución “0”
-Tris, pH 8.0, 1.25 M
-MgCI, 0.125 Sl
Conservar a 4.0
-Solución “A”
-1 mIde solución “0”
-18 dde beta-2-mercaptoetanol 3M
-5 pIdATP’
-5 pldGT7
-5 ~ildTTP’
Cada nucícótido trifosfato
prevlamente disuelto a 0.1 Sl en
Tris, pl-! 7.6> SzxrP4 / EDTA O2mM
Conservar a -20W
-Solución “B”
1-tepes 2 mM llevado a plí 6.6 con NaOH 4M
Conservar a 4W
-Solución “(7
-Eliminar por aspiración la fase acnosa superior
-Añadir a la fase orwánka (ln<erhr> ¡talante 333 mide
Tris, pH tO, 0.1 M / Meiraptaetanol 0.2 % y mezclar
vIgorosamente.
-Cenbiftzgar la mezcla durante 10 mhwtos a 1500 rpm
-Eliminarla fne acuosa superior. La fase ortánka hiferior
(que denondanremos de aquí en adelante PCI) está lista
para su uso y se debe conservar a 4C y ea oscuridad.
PLACAS H
fllsolver lOg de Racta-tittona y 8 g de NaCí en 1 litro
de agua deslonizada,
Madfr 12 g dc Saeto-agar
áutaclavar
UeJar enfriar a 5V C y poner 25 ml por placa peld
RCLB
(Red Celí Lysis Buffer)
-Tris, pl-¡ U, 0.01 Sl
-MgCl, 0.005 Sl
-NaCí 0.001 Sl
RNA: TAMPON DE LISIS
-NaCí 0.14 Sl
-MgCl, 1kM
-Tris, pIl 8.6,10 mM
-Non ldet ¡‘-40 0.5%
SOLUCION 3.
<Lisis alcalina)
-Tris, pI-! 8.0, 25 mM
-EDTA 10 mM
-Clucosa 50 mM
SOLUCION 2
(Lisis alcalina)
I-lexadeoxlnucleótdos (Pliannacia cat. no.
2160) resuspendldos en Tris, píl 7.0, SMM /
E~A 02 mM a una concentración de 90
unidades óptIcas (00) por mIlilitro.
Conservar a -20W
-Preparación del OL!] Si:
-Mezclar las soluciones A : E : O en las
proporciones:
100 :250:150
PCI
(Phenol ¡ Cloroformo 1 Isoamflico)
-NaOll 02 N
-SOS 1 96
(Usar muy reciente. Preparar semanainiente)
SOLUCION 3
(Lisis alcalina)
-Preparar Acetato potásico SM
-ASilO midel preparado aftadlrle 70 mIde ÁcIdo acético
glacial y ~ustarel pH a 4.8
-Aliad lije agua hasta 500 mL Se obtiene así una
disolución SM para acetato y 3 Sl para potasio.
-Calentar fenol hasta su fusión cempleta en una estela
a 80W durante toda una noche,
-Mezclar 3 volumenes de fenol (750 mí> con 1 volumen
(250 mi) de clomfonvo/ isoamilico (24/1)
-Añadir 333 ml de Tris, pH 8,0, 1 Sl y mezclar
vigorosamente
-Centrifugar la mezcla durante 10 mInutos a 1.500 rpm
SOLUCIONES
HIBRIDACION
DE PREHIBRIDACION
P¡ehlbrldackrn
-Fonnamlda deslonlzada
-Magle lienhart
E
50%
0,1%
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-SSPE
-SOS
-Sulfato de dextrano
-uDNA
Sic
1%
5%
200pg/ml
HIbridación
Es exactamente Igual a la solución anterior, pem
conteniendo la sonda previamente marcada
radiactivamente.
SOLUCION PEG
-Polletllenglicol <8000) al 20%
-NaCí 2.5 Sl
Pitpararsemana!mente meaclandovolúmeries Iguales de
PEO 40% y MaC! 5 Sl y filtrando por 0.2 $Lm.
SOLUCION TMAC
-Tris, plí 8.0, 50 mM
-clonim de Tetrarnetil amonio «MAC) 3M
-EIFA 2 mM
-SOS 0.1 %
ssDNA 10 mg/ml
-Pesar 500 mg de DNA de espenna de salmón
-Añadir agua hl-destilada hasta 40 mt
-Sonicar durante 30-60 mInutos
-Hervir durante 10 minutos
-Poner en hielo durante 10 minutos
-Enrasar aSO ml
-Fncclonar y conservar a -20W
-EIflA 2 mM
-‘Mágico” Denhart Sic
-SOS 0.1 96
-saONA 100 ¡4/ml
TAMPON KINASA 10x
-Tris, pH 7.6, 0.3 Sl
-t-lgCI, 0.1 M
-Ditlotreltol 50 mM
-Espermidlna 1 mM
-EDTA 1 mM
TAMPON PK 2x
-‘l’ils, pH 7.5, 0.2 Sl
-EDTA 25 mM
-NaCí 0.3 Sl
-505 2 94
TAMPON LIGASA 5x
-Tris, pH 7.6, 0.33 M
-MgCi, 25 mM
-Ditlotreltol 25 mM
-Semalbómina bovina 05 mg/ml
-Clonjm de hexamlno-cobalto 5 mM
-ATP 1 mM
-Espennldlna-IlCí 2.5 mM
TAMPGN SEQtIEflASA SX
-Tris, pH 7.5, 50 mM
SSPE 5x -Mgc$ 50 mM-NaCí 2
-NcC! 4.5 Sl
-Nalf~l’O4 0.3 /1
-EIYrA 30 mM
A4ustar el pH a 7.7 con NaO!-!
1)lsolver toda la noche ea agitación
ambiente
a temperatura
SULFATO DE DEXTRANO AL 50 %
-Pesar2sog de sulfato de dextrano sobre una prubetade
plástico dc 500 ml
-Ir atiadiendo aguay agitando sucesivamente, hasta que
se disuelva la mayor parte del granulado.
-Dejar agItando toda la noche a 4W
-Fraccionar y conservar a -20W
TAMPON FOSFATO
(Tampón de transferencia)
-Nal-l>P04 25 mM
-Na,l-IPO, 25 mM
TMAC PARA HIBRIDACION
-Tris, pl-! 8.0, 50 mM
-TMAC 3 Sl
TAMPON Sma-I lOx
-Tris-acetato, pH 7.0, 333 mM
-Mg-acetato 100 mM
-K-acetatn 666 mM
-DItIotreltol (IYTT) 5 mM
TAMPON Taq polimerasa 5x
-Tris, pH 8.5, 50 mM
-MgCl, 50 mM
-NaCí 250 mM
TAMPON Taq de dilución
-KCI 500 mM
-Tris, pl-l 83, 100 mM
-MgC~ 15 mM
-gelatina 0,1%
TBE lOx
Por cada litro de tampón, pesar
-100 a de Tris
• -55 g de ÁcIdo Bórico
34
-8.3 g de EDI’A
el pH debe estar entre 8.2 y 8.4
TEA SOx
-Tris 2 SI
-Ácido acético glacIal 1 Sl
-EDl’A 0.1 M
Ajustar el pH a 8.0 con ácido acétIco y filtrar por 022
TE lx
-Tris, pH 8.0, 2 Sl
-tiyrá 1 mM
TE 10/1
-Tris, pl! 80, 10 mM
-EIYI’A, pl-! 8.0, 1 mM
TETRACICLINA
<2 mg/mI)
1. Disolver 200 mg de Tetiaciclina en 100 mIde Etanol
al 80%
2. La dosis para cultivos lk~uhios será (concentración
final: 10 pWmul>:
-25 pi para 5 ml de LB
-3 ml para 600 ml de LB
-7 nil para 1.4 lItres de MO
3. Para cultfros en placa: 200 pi por placa
TOP AGAR
Sc prepara exactamente Igual que las PlACAS II, pero
poniendo 8 g de llacto-Agar por cada lIla-o de medio en
lugar de 12 g.
WCLB
(White Celí Lysis Buffer)
-Tris, pl-1 7.6. 10 mM
-EIY1’A. pH 8.0, 10 mM
-Nací 50 mM
-SOS 02%
-Proteinasa 1<200 í4/ml
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2. Determinación del fenotipo HLA
Los antígenos HL& se detemdnaron sobre lInfocItos
aislados de sangre periférica desfibrinada. La sangre se extr* al
vacio (Sistema Venc*ect, Teromo, Tokio> en tubos de vidrio de 10 ml
provIstos de 40-50 perlas de poliestireno de 1 mm. de dlftmetm. La
desfibrinaclón se realizó mediante agItación (10 mInutos> de los
tubos, lo que Induce la formación del coágulo de fibrina alrededor
de las perlas. La sangre se decantó, se diluyó 1/2 en medio Hanlia
<Flow, Reino Unido). 6 ml de sangre dIluida de afladlerun
cuidadosamente sobre 4 ml de Lymphoprep (d=1.077 gIml,
Nyegaant, Nomega) procurando que no se mezclaran las fases, y se
centrifugaron a 1800 rpm. durante 40 minutos, Los linfocItos se
recogIeron de la laterfase con una pipeta Pasteur, y después de
lavarlos tres veces con medio Hanl<s <10 mi, 10 minutos, 1200
rpm), se resuspendieron en medio apropIado y a la concentración
adecuada. El rendimiento es de 1 x 10 linfocitos /ml de sangre
peilfér-Ica. El recuento de lInfocItos se realIzó en una cámara de
Neubauer medIante un mIcroscopio con contraste de fase «411<on,
Japón).
Todos los medios utilizados para el aislamiento de
linfocitos contenían antibióticos (Centamlclna 40 pg/ml.Amplciliaa
125 ita/inI. Cloxacillna 125 ita/mí) y se ajustaron a pl-! 7.3 con
NaHCO> al 7.5% (Plow, Reino Unido).
2.1 HLA-A,
6w4/Bw6:
2.2 HLA-DR, -DQ:
La detenninaclón de los ant~enos de clase II se llevó a
cabo por mlctolinfocltotoxlcldad sobre linfocitos E purificados
<[bnilovs y col, 1980>, ya que estos antígenos están presentes en
linfocitos II pero no en linfocitos T. Los linfocItos II constituyen un
10% de los linfocItos totales de sangre perff&lca. Para su aislamiento
se prepararon mlcnxolumnas de piistico <0.6 x 105 cm, Winlder,
California) con 60 mg de ¡ana de fibra de nylon (Penwall, Illinois>
suavemente empaquetada <15 mg/cm) y sumergida en medio RPMI
1640 (Flow, Reino Unido) suplementado con un 10% de suero de
ternera fetal descomplementado (Plow, Reino Unido). Las
micn>columnas se sellaron a fuego en culta por un extremo y se
taparon con Nescofilmn «‘¡osco, Japón) porciotro, conservándose a-
80W hasta su utilización.
Los linfocitos totales obtenidos cono se Indica más
aniba, se resuspendieron a una concentración de 80 x 10’célulagml
de medio RPSL 1640 más 10% de suero de ternera fetal (“medio
FetaV’) calentado a 37W. La suspensión se Introdujo por ¡a parte
superior de la microcolumna, que se habla lavado e incubado
previamente con medio Fetal 30 minutos a 370, se selló con
Nescofllm poí- ambos extremos cuando hubo empapado la lana de
nylon y se incubo aB? W durante 30 mInutos. Los linfocitos Tse
— B eluyen,n haciendo pasar 20 ml de inedk, Fetal a 370 a través de- e
la lana de nylon. Los linfocitos II se extr~eron comprimiendo de
arriba a abajo la lana de nylon empapada en medio Fetal a 3~C y
lavado repetidas veces con dicho medio hasta comíiletar 10 ml. Los
linfocitos E se lavaron dos veces (10 ¡ni, 10 minutos, 1200 rpm)
con medio Fetal antes desu utIlIzacIón. El rendimiento de la técnica
fué deI 10% de linfocitos II respecto a los linfocitos totales iniciales,
y la pureza de la preparación del 00%. Los antisueros utilizados
abarcaban las especificidades listadas en la tabla Los lInfocitos E
purificados sc resuspendleron en medio Fetal a una concentración
de 2.5 x 10’ células/ml. Se añadió 1 ¡tI de esta suspensión a cada
antlsueroy se incubó la mezcla 50 mInutos a temperatura ambiente,
Desííués se añadIeron 5 pI por pocillo de complernentode conejoy
se Incubó la mezcla 100 minutos más, Las placas se tIñeron con
eosina <Merck Alemania) al .5% <5 ¡sí por pocillo) y se (jaron con 10
¡sí por pocIllo de fonnaldehido <Merck, Alemania) y se conservaron
a 4’C hasta su lectura, Las reaccIones positivas (linfocItos rzjo
oscuro) y negativas <linfocitos refringentes> se determinaron
mediante un microscopio invertido con contraste de fase «4ikon,
Japón). El tipaje ¡¡[A-DR y -DQ se dedujo de las especIfIcIdades de
los antlsuerns con reaccIón positiva. Las reacciones se cuentificaron
exactamente Igual a lo explicado para clase 1.
La determinación de estos antígenos se llevó a cabo por
mlcrollnfocitotoxlcidad sobre linfocItos totales «4Ittal y coL, 1068),
utIlIzando una batería de antisueros que cubría la mayorpartc de las
especificidades listadas en la Tabla 1. El ensayo se basa en la
especIficidad de los antisueros empleadas, que reconocen y se flan
a los antígenos 1-11.4 sobre los linfocitos que presentan, provocando
su lisis al añadir complemento <reacción posItiva>. Esta reacción no
tiene lugar cuando los linfocitos en estudio no presentan los
antígenos 1-11.4 que reconocen los antisueros <reacción negativa>.
Los antisueros, Incluyendo un control positivo (suero
antílinfocitlco OTWIi OZ’03, Behring, Alemania> y un control
negativo <suero humano AB Rh+), se dispusieron en placas
especiales para tip~es <tipo Terasald, Sterilin, ReIno Unido) provistas
de 60 pocIllos de 15 sí de volumen <1 ¡sI de antlsuero por pocillo),
se recubrieron de parafina líquida <Merck Alemania) para evItar la
evaporación y se congelaron a -20W hasta su utilización.
Los linfocitos totales obtenidos corno se Indica
anterloremente, sc resuspendier-on en medio 1lanl<s a una.
concentración de 25 x 10’ células/inI, Con una micrc$eringa
<HamIlton, Nevada) provista de dispensadorautomático se añadió 1
¡si de la suspensión de linfocItos a cada uno de los pocIllos de la
placa de Terasaki. Estas se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente, añadiéndose después 5 ¡sí por pocillo de complemento de
conejo (Behring Alemania) e incubándose 60 minutos más. Las
reacciones posItivas y negativas se determinaron Inmediatamente
después en cada pocillo mediante un microscopio invertido con
contraste de fase «-¡ilon, Japón). En la Figura 18 se representa un
esquema sencillo de la tácnica completa. El fenotipo fíA-A, -B, -C, -
Bw4, -llwd se dedujo de las especificidades de los antisueros con
reacción posItiva. la cuantificación de las reacciones se hizo de
acuerdocon lasiguiente nomenclaturautilizada Intemaclonalmente:
8= más del 80% de linfocItos muertos; 6= 60-80% de linfocItos
muertos; 4 = 40-60% de linfocitos muertos; 2=20-40% de linfocitos
muertos; 1 = menos del 20% de linfocItos muertos; 0= reacción no
valorable. Se consideran posItivos los pocillos con reacciones de 86
6, dudosos con reacciones de 4 y negativos con reacciones de 261.
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3. Aislamiento del material genético
3.1 Estraccián de DNA
genómico
El DNA se extr4o a partir de sangre total en los mismos
Individuos que determinaba el fenotipo 1-11.4 o a partir de células
llonioclgotas de tip~e. La sangre <3D mt> se extrae alvacio en tubos
con EDTh R «emmo, Japón>. Después de centrifugar la muestra
durante 5 minutos a 1500 rpm, se remueve el sobmtnadante y se
añade tampón de lisis de eritrocItos (ROLE del Inglés: Red CeO Lysls
l3uffer> hasta un volumen final de mezcla de 50 mL Se mezcla
cuidadosamente y se procede a una segunda centrifugación durante
10 minutos a 1500 rpm, desechando, al tunal de la misma el
sobrenadante. Se repite el proceso anter-loruna segunda vez, al final
de la cual, se procede a resuspender el precipitado en 0,5 mIde
ROLE.
Los 500 al anteriores, conteniendo las células blancas de
sangre, ola suspensión de células Imomocígotas <sise parte de éstas
últimas) se somenten a un proceso de extracción automático <Davís
y col., 1980) en un extractor de DNA 3-iDA <Apptied Elosystems,
Foster City, CA, U.S.A.> que se esquematiza en la Figura 19, y que
se resume en los siguientes pasos:
-Incubación a 50W y durante 1 hora con solución de
lisis de células blancas (WCLB del inglés: White Celi Lysls
Bulfer).
-Dos extracciones consecutivas con PCI,
-Una extracción con Clorofor-mo/ lsoanitlico <24/1>,
-Adición de acetato sódico 3M.
-Adición de un volúmen de alcohol isopropílico.
-Agitación suave (precipitación del DNA en fonna de una
“medusa”)
-Tres lavados sucesivos del DNA con etanol al 70%.
-Recogida y secado de la muestra de DNA sobre un filtro.
Los EtJAs así extraldos se obtienen sobre un filtro estériL
Se les añade agua bi-destilada para su resuspensión. Para ello se
somenten a una centrifugación lenta conectada a vacio y calor
durante 20 mInutos. Cuando este tratamiento es Insuficiente par-a
obtener una rususpensión cornpleta, durante días sucesivos se
somenten a perfodos alternativos de calentamiento a
agitación rotatoria suave. Finalmente se realizan lecturas
espectiofotométa-icas de absorción a 260 y 280 nm, para calcular su
concentración y se conservan a -20~C hasta su utilización.
-Añadir 1 volumen de PCI <500 pl>
-Agítarvigorosamente e Incubarsminutos a temperatura
ambiente.
-Centrifugar a 1-4.000 rpm duranteS minutos ya 4W.
-Pasar la fase acuosa <superior> a un tubo limpio)
-Repetar la extracción con PCI
-Añadir 50 ¡tI de Acetato sádIco, pH 5.5, 3 Sl.
-Añadir 1 mIde etanol absoluto.
-Agitar bien ¡a mezcla.
-Incubar a -80W durante 30 mInutos o a -200 toda
la noche.
-CentrIfugar-a 14.000 rpm durante 20 minutos y a 4W.
-Aspirar el sobrenadante a vacio.
-Añadir 500 pl de Etanol al 70% (j’re-enfiiado a -20W>.
-Agitar suavemente para lavar el precipitado.
-Centrifugar a 14.000 rpm durantes minutos ya 4W.
-Aspirar el sobrenadante a vacio.
-Secar el precIpitado totalmente.
-Resuspender el precIpitado seco en 20 ¡si de agua hí-
destilada.
-Añadir 180 pl de TE lx a los 20 de la muestra.
-Añadir 2 pl de MgCl, IM y 2 ¡si de Dli’ 10 mM (para
que queden a concentiaclones finales de 10 mM y 0.1
mM respectivamente).
-AñadIr 4 pide inhibidor de RNAsas (a concentración de
50 unidades/pl)
-Añadir ONAsa-! de E. cotí para que quede a
concentración final de 2 pa/ml (8 ¡tía concentración de
200 unidades/pl>.
-Incubar a 37C durante 60 mInutos
-Añadir 25 pI de EDTA 100 mM y 25 pl de SOS al 2%.
-Añadlr2SO pide PCI yagitarlnterinitententente durante
5 minutos.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos y a
temperatura ambiente.
-Pasar- la fase acuosa superior a un tubo limpio.
-Añadir2S pl de Acetato sádico, ph 112, 3M y 500 pIde
etanol absoluto,
-Incubar a -80W durante 30 minutos.
-Centrifugara 14.000 rpm durante 10 mInutos ya 4’C.
-Lavar con etanol al 70% pre-enfrlado a -20’C.
-Secar totalmente el precipItado y resuspenderlo en 20 ¡ti
de agua hl-destilada.
3.2 ExtraccIón de RNA
citoplásmico total
<Sambrook y ccl,, 1989)
-Por cada 10 a 30 mIllones de células se obtiene un
precipitado seco en un tubo tipo eppendorf de 1,5 ml.
-Se resuspende el precipitado en 250 ¡sí de Tampón de
lisis de INA y 5 pl de inhibidor de RNAsas a 50
Unidades/pL
-Se Incuba la muestra en hIelo 1 mInuto.
-Se centailúga a ltOOO rpm durante 2 mInutos y a 4W.
-Elpreclpitado grande conrspondeaios nucleoscelulares
y se puede procesar para obtener DNA. El sobrenadante,
trasparente, se procese para RNA como sigue:
-Añadir 250 ¡st de Tampón NC 2x.
-Añadir2o pl de Prntelnasa K (preparada alo mg/ml en
Tris, pl-! 75, 20 mM).
-Incubar a 37 O durante 30 mInutos.
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4. Obtención de Fragmentos de Restr¡cción de
Longitud Polimórfica (RFLPs»
(Arnaiz-Villena y col., 1989; Bidwell
Sambrook y col., 1989)
4.1 Preparación
purificación
y
de
plásmidos y sondas
Dial: Precultivo
-Prepararun erlenmeyerde 2 litios con 600 mIde medio
rico LB est&il.
-Añadir el antibiótico adecuado <según ¡a resistencia del
plásmido que se vaya a cultivar.
-Añadir 2 viales del cultivo bacteriano que se va a
amplificar <conservados a -20W en glicerol al 15%)
-Agitar en un incubador orbital a 37~O y 150 rpm
durante toda la noche.
Día 2: Cultivo
-Preparar un erlenmeyer de 5 lItios con 1.4 lItios de
medio mínimo MO.
-AñadIrle el antibiótico adecuado,
-Verter el cultivo obtenido en los 600 mt de medio LII
dentro del erlenmeyer que contiene el medio MO,
-AgItar en un Incubador orbital a 37W y 150 rpm
durante toda la noche.
Día 3: Tratamiento con cloranfenicol
<Este tratamiento no es imprescIndible, pero sírecomendable, sobre
todo cuando se trabaja con plásmidos que generan pocos números
de coplas>
-Añadir clor-anfenicol <solución riradre: 34 mg/ml en
etanol absoluto) en la proporción de 5 ml por cada litro
de cultivo.
-Agitar en el Incubador orbital a 3700 y 150 rpm
durante toda la noche.
Día 4: Lisis bacteriana
-Centrifugar los cultivos en botellas de 1 lItan de
ca1,acidad a 4.000 rpm durante 30 minutos.
-Decantar el sobrenadante y desecharlo,
-Resuspender el precipitado celular en 40 mIde Solución
1.
-Añadir 500 pl de Usozínra (preparada a 4 mg/ml en
solución 1). Esta enzima, puede tenerse preparada
previamente y conservada en allquotas a -2O~O,
-AgItar la botella, Invirtiéndola, suavemente hasta que se
observe un aumento grande de la viscosidad
<aproximadamente 5 mInutos>.
-Añadir 80ml de Solución 2.
-Agitarla botella suavemente, Invlrtiéndola, hasta que la
mezcla sea prácticamente transparente (5 mInutos).
-Añadir 80ml de Solución 3.
-Agitar la botella suavemente, procurando que el
precipitado tioculento que se forma sea uniforme y lo
menos dIsgregado posible <3-4 mInutos).
-Centrifúgar a 4.700 rpm durante 1 hora.
-Retirar el sobrenadante pasándolo a una botella lImpia
<colocando una gasa estéril para evitar que entren
partkulas del precipitado>.
y Jarrold, 1986; Martínez-Laso y col., 1989;
-Añadir a este sobrenadante 360 ml de Alcohol
Isoproplilco puro, agitary dejaren hIelo hasta la aparición
de un precipItado (45 minutos)
-Centrifugar a 4Z00 rpm durante 5 minutos.
-Eliminar el sobrenadante con cuidado de no mover el
precipitado (aspirando a vado, por ejemplo>
-Dejar secar el precipItado
-Resuspender en 15 mIde TE lx.
-Pasar el plásmido resuspendido a botellas de
policarbonato para ultracentuífuga.
-Centrifugar a 25.000 rpm durante 30 minutos y a -40.
-Recoger el sobrenadante.
-Añadir al sobrenadante 200 pl de RNAsa libre de ENAsa
<preparada según Maniatls., 1991> e Incubar a 37W
durante 1 hora.
-Añadir a la mezcla gránulos de Panteinasa 1< para que
quede a una concentración final de 200 pa/mI.
-Incubar toda la noche a 420 con agItación.
Día 5: Purificación y nr-eclr,Itaciórr
:
-Añadir el mismo volumen de PCI que el de muestra a
purificar.
-Agitar vigorosamente la mezcla con la mano o un
agitador orbItal fuerte 3 a 5 mInutos
-Centrifugar a IZQO rpm durante 5 minutos. Sí tras la
centrifugación no se observa una separación nltkia en 2
fases, aumentar el tiempo o velocidad de centrifugación.
-Transferir la fase acuosa superior a un tubo limpio,
desecíraurdo la Interfase b¡anquecina y la fase orgánica
Inferior.
-Repetir Ios pasos anterior-es una vez más
-Añadir un volumen Igual al de muestra de Cloroformo
1 IsoamIlIco (24/1).
-Agitar vigorosamente SaS minutos
-Dejar reposar la mezcla
-ElImInar la Case orgánica inferior que se forma
-Repetir otra vez todo el proceso con cloroformo.
-AiiadIrelvolumen adecuado de NaCI3b1 para que quede
a una concentración final de 150 mM,
-Afiadir2volúmenes de EtanolAbsoluto 01 volúmende
Alcohol isopropilico.
-Agitar e Incubar 30 minutos a -80W o toda la noche a
-20W.
-Centrifugara 10.000 rpm durante 45 minutos ya -90
-Decantar el sobrenadante y secar el precipitado a vado.
-Resuspenderel precipitado en 4 mIde agua bidestilada.
REOUPERACION DE LAS SCt’¡DAS A PARTIR DE LOS PMSMiDOS
1: Digestión con endonucleasas
-Unavez puriflcadoelplásmido,para liberarlasondaque
contiene, se estima su concentración y pureza por
medida espectrofotométuica a 260 y 280 nm.
-La digestión se hace con las endoncleasas especiltas
con las que se haya donado la sonda. Se trata el DNA
con Ja enzima adecuada en una proportióra de 5
Unidades Enziniáticas (U.E.> por cada ¡sg de DNA. Esta
mezc¡a,se Incuba durante 3horas <pudiéndosealangarla
Incubación a toda una noche) en presencia de un
tampón especifico para cada endonucleasa, a la
temperatura específica de cada endonucleasa,
-tas sondas utilizadas, amablemente cedidas por Jefbey
Bldwell, 11K Transp¡ant Service, Bristol, ReIno Unido
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(BldweIl y col., 1088), fueron:
pRTVI: fragmento Pst-l de 517 bp de un clon de cíflA
HLA-DRII (ver Figura 20).
pDCH1: fragmento Pst-i de 707 bp de un clon de ciNA
HLA-DQA <ver Figura 20).
pll-S-1: fragmento Aya Ide 627 bp de un clon de cDNA
l-11A-DQiI (ver Figura 20).
II. Gel de aslarosa preparativo
:
-El resultado de la digestión se corre en un gel de
agarosa al 1% con pochos preparativos. A cada lado de ¡a
muestra se colocan marcadores de peso molecular para
poder localizar el tamaño especifico de la sonda liberada.
-Tras una electroforesis de 4-5 lloras a 60 voltIos se debe
observar claramente la separación por tamaño del
fragmento de sonda liberado y del plásmldo vector.
—Secolocaelgelsobre un trasiluminadorultnvioletays.e
corta con un bistu4 el fragmento de agarosa que
contiene la senda,
III. Electroelución
-Se Introduce el fragmento de agarosa en una membrana
de diálisis y se sumerge en el tanque de electauforesis
perfectaníente sellada por los dos extremos.
-Se somete a una contente de 60 voltios durante una
hora, tiempo suficiente para que el t?~IA salga de la
agartsa y se quede ligeramente adherido a la membrana
de diálisis por-su Interior.
-Se recoge todo el tampón de electroforesis que ha
quedado dentrode la membrana, lavando repedímente las
paredes interiores con una pipeta pasteurde plástIco.
IV. Purificación por mini-columnas
1. AñadIr al tampón de electroforesls que contiene la
senda la cantidad de Nací 3M necesaria para que quede
a una concentración de 0.32 M.
2. Preparar las minicolumnas (Elutip-d, 8+5, Reí. 462
626) para la purificación de la senda, inyectando 3ml de
Nací í M en TE 2W1 (tris, pu £4, 20 mM 1 EDTA 1
mM).
3. Inyectar ahora 5 mide Nací 0.4 M preparado en TE
2Q/l.
4. Pasar la solución, conteniendo la senda, a través de la
columna con presión suave e Inyectando del en 1 ml.
5. tavar la columna con una Inyección de 800 ¡sI de Nací
0.4 M en TE 2W1 con la misma jerInga utilizada para
Inyectar la sonda.
6. Eluir la senda, retenida en la columna, inyectando 1
mIde NaCí 1 MenTE 2tVI.
7. Añadir al eluido de la columna 2 volúmenes de etanol
absoluto.
8. Mezclar y dejar toda la noche a ~2OoC.
0. Centrifugar a 15.000 rpm durante 30 minutos y a
4~C
10.Elimlnar el sobrenadante, dejar el precipitado que se
seque al aire.
líResuspender el precipitado en 500 pI de agua bí-
destilada. Medir-su concentración alespectrofotómetzuy
ajustarla a 5 ng/pl.
4.2 Tratamiento del DNA
genómico con
endonucleasas de
restricción.
Los procesos que se describen a ccntlnuación se
sumar-izan en la figura 21.
Ja Digestión
-Las muestras se digieren en tubos eppendorf de 1.4 ml
-Se utilizará enzima en la proporción deS unidades por
microgramo de DNA
-[a temperatura y bufferde Incubación deben de estar de
acuento con lo recomendado por las diferentes casascomerdalesde
las enzimas. En general se Incubará a 37C para todas las enzimas
excepto Taqí y licil. lEí buffer debe ser comercial, o st se ha
preparado en et laboratorio debe estar filtrado y no descongelado
más de una vez. Se utilizarán bufferes concentrados 10 veces
respecto al bufferde incubación. Se recomienda afladb-a los bulleres
espemiidina <concentración final de 2 mM) cuando elbrrfferse haya
preparado en el laboratorio, no cuando sea comerciaL
-La enzima se añadirá en 3 dosis a Intervalos de 1 hora,
y la Incubación se hará durante toda la noche excepto con Taqí que
se liará de 1 hora.
-Pasos a seguir para realizar las digestiones:
a)PonerelflNAeneltubo (previamente homogeneizamos
el tubo de donde lo vamos a coger>
b)atiadir el agua destilada
c)afiadir el bulfer lOx
d)at¶adir la enzima. Las enzimas se conservan a -20W.
Coger de una vez todo lo que se vaya a utilizar sin sacar el tubo
madre del congelador. [a enzima se añade en 3 dosis (conservarla
a -20 C entre cada raso, y en hielo o estrataccoler cuando se saca
del congelador). Primero, añadIr 1/3 de la cantidad total de enzima
que se vaya a utilizar-a todos los Ir-lAs. Mezclar suavemente, y poner
las muestras en un baño de agua a 37W <ó la temperatura
correspondiente>, Una hora después, centrifugar los tubos en una
micanluga durante 10 segundos, suadir otro 1~3 de enzima, agitar
suavemente y volver a poner en el baño. Por último, una hora
después, microfugar otros 10 segundos, añadir el último 1/3 de
enzima, agitar suavemente y dejar en el baño toda la noche.
EJEMPLO
Concentracion liNA
li-ricial
200ug/ml
btrffer
lOx
e n e 1 m a
8 Wnl
Volumen
ausar 50u1 iQul 3x2.1 nl
llevar volumen final a 100 ul con agua destilada
Especlal para Taqí: esta digestión se realiza a 65W y se considera
cempieta en 3horas. Se procederá igual que con las otras enzimas,
pero se considera termInada la digestión 1 hora después de añadir
la última dosis de enzima.
lb Control de digestión
microfuga
-centrifugar cada tubo eppendorf 10 segundos en una
-tomar-una décima parte del contenido (nortnalnente 10
ul> y correrlo en un gel de agarosa al 01% durante al menos 2horas
a 70 voltios,
-EEStJLTADOS POSIELES:
a) Se obtiene un “smeat; resultado conecto. La reacción
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se para añadiendo EDTA 0.5 M (3 ul) y se procede a concentrar las
muestras -
b>En muy raros casos, elLtJAno se digiere bien: añadir
de nuevo enzima e incubar 2 horas adicionales. Sino mejoran los
resultados se puede deber a:
<1> mala resuspensión del DNA: se somete
a nuevo tratamiento de resuspensión.
(2> la muestra no está suficientemente limpia
<cociente 26~’280 bajo). Se extrae de nuevo
con fenol-cloroformo y se precipita con
isúpropanol.
(3> la enzima está en malas condiciones:
cambiar de lote o de caza comercial.
c) En algunas ocasiones se produce soirredigestión. En
estos casos, el liNA puede estar degradado antes de la digestión. En
estos casos repetir el proceso con mayor cantidad de lINA y en vez
de dejar incubando toda la noche, incubar sólo 3-4 horas.
II. CONCl~2’lTRACl0N DE LAS MUESTRAS
Se puede hacer de 2 modos
los pesos que se obtienen en Southem.
-Usaremos rutinariamente 2 marcadores por gel <uno a
cada lado de las muestras»íago lambda digerirlo con l-iind-ui y fago
lambda digerido con EcoR! y Hlnd-ui.
4.3 Electroforesis y
transferencia a filtros
de Nylon
-Preparar los geles y buffers tal y como se específica en
el apéndice 3.
-En general se utilizan geles del 07~6 de agarosa. Pero
pueden utiuizarse otros porcentajes.
•09% (como en el caso de la 1-lemollula B)
pararesolución de fragmentos pequeños.
*0.6% pan resolución de fragmentos grandes.
-Antes de añadir el gel a la bandeja de electiuforesis
comprobar que el Peine es de 1 mm de grosor.
-Una vez solidificado el gel y 1ro añadir las muestras (20
ul por pocillo)
-Migración:
il.a En una centrífuga conectada a vacio (SAVANT>
:
-poner el Eppendorf conteniendo el digerido, una vez
realizado el control do digestión y después de haber detenido la
reacción con EDTA
-dejar los tubos abiertos en la centrífuga <SAVANT>,
ponerla a funcionar con calordurante aproximadamente! hora (se
puede controlar la concentración cada 30 mInutos) y conectada a la
bomba de vacio.
-Se puede concentrar hasta unos 16 ul. Normalmente se
concentre más y habrá que añadir agua destilada: 13 u!.
ll.b Precipitación con etanol
-añadir al eppendorf que contiene el digerido Acetato
M para que quede a una concentración de 0.3 1.1 en la
-Añadir a continuación 2 volúmenes de Etanol al 100%
-Mezclar suavemente
-Mantener en IIIELO durante 10 minutos
-Centrifugar 30 mInutos en una microfuga a 14.000 rl,in
sódico 3
muestra
y a 4W
lento>
-Eliminar el etanol aspirando a vacio
-Secar en la SAVANT o a temperatura ambiente <más
-Resuspender en 16 ul de agua destilada (lavando
cuidadosamente las paredes del tubo)
-Incubar 30 minutos a 370
-Centzifugar 20 segundos en una mlcroluga.
lii. CARCA DE lAS MUESTRAS ~q EL GEL
-Preparar “Loading buffer Sx’ <BPI3 5x>
-Añadir 4 ul de EPII 5x a los 16 dei digerido
-Calentar las muestras 5 mInutos a 65W <Incluyendo los
marcadores de peso molecular.
-Centrifugar en una microfuga 10 segundos
-Resuspender suave y cangar “muy lentamente” 20 nl por pocillo.
IV. MARCADORES DE PESO MOLECULAR
-Son muyvariados los marcadores de peso molecularque
hay en el mercado y se pueden usar. Todo depende del peso
molecular de las bandas que esperamos obtener. Pero en lineas
generales usando dos marcadores se cubre casi todo el espectro de
cinta de contraste.
Protegerlaparteverticalde loselectandos con
Dejar rucircular buffer de electroforesis
conectando la cubeta a una bomba peristáltica. <sobre todo cuando
se deja toda la noche o se trabaje por- encima de it) voltios).
—Seleccionar la con-lente «lada a voltaje constante):
*Para diagnóstico prenatal o de portadores y
reordenarniento de pieles:
ISa 24 horas a 40-45 voltios
‘1’ara sondas HIA:
-0.7%: 40 horas a 30 voltIos
-0.9%: 48 horas a 25 voltios
-0.6%: 43 horas a 40 voltios
-Hacer una fotografía alfinalde Inmigración <incluyendo
en la mIsma una regla o similar que nos permita saber cuantos
centímetros ha migrado cada una de las bandas del marcador de
peso molecular.
TRSEERI~NCLX A MEMBRANA NYLON
(Z-probe, Biorad)
La TratamIento del del
constante:
-Cortarlo a la altura de los pocillos
-A temperatura ambiente y con agitación suave y
a) Surnergirlo en 1-iGl 0.15 M durante 10
minutos. Retirar el ácido, sumenjlrlo en agua y retirarla.
b) Sumergir-lo en NaOi1 0.2 ?4 / NaCí 0.6 M
durante 30 minutos, Retirar el liquido y lavar con agua.
c) Sumenjirelgelen Tris pi-i7.6 (LSM/NaCI
15 M durante 30 mInutos. Retirarlo y lavar con buffer de
transferencia al menos 5 minutos.
lb El Sistema de Transíerencla
-El sis tema de transferencia consta <de abajo a anta) de:
ilandaja metálica conteniendo el buifer krsúto
y cruzada por un cristal.
‘tin puente que consta dc 3 capas de papel
Whatman SMM previamente impregnadas con buffer fosfato
(Tamaño: 22 x 46cm).
2 capas de papel 3 MM previamente
impregnadas en buffer fosfato (tamaño: 21 x 23.5 cm>.
e1 gel tratado como se ha descrito
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anteriormente y rodeado de una película radiográfica o paraflim.
‘la membrana de nylon previamente mc~ada
en buffer fosfato y con una esquina cortada indicando el pocillo n
1 (Tamaño: 21 x 22 cm>.
‘6 capas de papel Whatinann 3MM
previamente mc~adas en bufíer fosfato (tamaño: 20 x 22.5 cm).
fljna tone de papeles de filtro cortados de
unos 15-20 cm de altura.
Un cristal o superficIe plena
‘Un peso dc 4-5 Kg.
-Dejarque elsistema funcione toda la noche <pudiéndose
hacer un cambio de papeles que se hayan empapado cada 2 horas
de haberlo puesto). [-layque asegurarse que hay suficiente buffer
fosfato en la bandeja.
-Al quitarelsLstema, lavar la membrana con bufferfosfato
limpio, lo que ayudará a desprender-se los posibles fragmentos de
agarosa que hayan quedado adheridos a la membrana.
-Dejar secar al aire unos minutos
-Cocer 2 horas a 80W o hacer fjación por ultravioleta
<pendiente de testar>.
4.4 Hibridación
sondas marcadas y
autorradiografia
MARCAJE DE SONDAS POR RANDOM PRIMER
la Procedimiento de marcale
-Mezclar la zonda marrada y purificada porsephadex con
500 ul de sslY’JA en un tubo falcon.
-Hervir lO minutos, poner en hielos minutos.
-Añadir 20 ¡nl de liquido de prehibridaclón y mezclar
cuidadosamente.
-Cortar la bolsa de plástico de la prehlhrifación por una
esquina y dejar salir el máximo de lkiuido posible.
-Añadir a la bolsa los 20 ml de la mezcla de hIbridación
conteniendo la sonda marrada.
-Sellar la bolsa a calor cuidando de no dejar burbujas de
aIre.
-Masajear con la mano para homogeneizar
-Incubar durante 24-40 horas a 42W con agitación.
tic lavados
:
Con agitación suave:
-Lavar con SSPE 2x durante 5 mInutos a temperatura
ambiente dos veces.
-Monitor-Izar con el geiger el Marcaje que queda en la
membrana
-Lavar con SSPE 2x / SOS 0.5% a 65C durante 15
minutos máximo <dependiendo del marcaje que quedara)
-Lavar con SSPE 0.5x a 65W durante 15 minutos
con máximo <dependiendo del martaje que quedara)
Se pueden realizar prehlbridaciones e hibridaciones
simultáneas de varias membranas con la misma zonda en una caja
Tupperware, teniendo cuidado de repartir los liquidos de hibridaclon
entre las membranas y de que no queden burbujas de aire.
TambIén se pueden hacer lavados de varias membranas
en un mismo Tupper poniendo 200 mIde las soluciones de lavado
por cada membrana (no más de 5 membranas>
-Por cada membrana de nylon compieta:
‘mezclar 25 ng de la sonda <5 u 1) con 250 pg
lambda <1 ul)
‘hervir durante 2 mInutos, poner cii hielo 5
‘centrifugaren minlfuga 10 segundos
‘añadIr 5 ul de OLIS 5x
‘añadIr 8.7 ut de agua bidestilada
‘añadir 4 ul de alfaP32 dCTP a 10 uCVul
‘Finalmente añadir LS ul de la enzima de
Klenow <fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1>
‘Es importante seguir este orden
estrictamente. El volumen final es de 25 ul.
‘Incubar a temperatura ambiente (en la
campana adecuada) desde 3 horas basta toda la noche.
‘eliminar los nucleótidos no incorporados
pasando la mezcla a través de una columna de Sephadex C200 (en
pipetas de plástico de 10 mí>.
‘Contar2 ul <+ 2 mIde lkiuldo de centelleo)
en el contador beta para calcular la actividad específica.
‘Se pueden marcar en un mismo tubo
mayores cantidades de sonda respetando las proporciones de los
diferentes reactivos utilizados.
II. PREI-IIBRIIIIACION E iIIBRiDACION
de DNA de fago
nito u tos
<>3.000 CVmMoI)
III. Atfl’CRRADIOCRAFLA
-D~ar secar las membranas al aire (sobre un papel de
filtro o papel 3MM).
-linvolverlas en plástico fino transparente (mynolon)
-Limplarunchasisderadlogmflacon II~uIdoantlestático
y dejar secar al aire 5-10 mInutos.
-En el cuarto oscuro, con luz rr$a situar la membrana
envuelta entre 2 películas Rodal< X-CMAT-AR fjando con cinta
adhesiva la película de abajo sobre cíchasis y la membrana envuelta,
Dejar la película de enzima suelta.
-Sacar al d~ siguiente la película superior <suelta)
-Según losresultados se colocará una nueva película ono
y se decid~ el tiempo de exposición adecuado.
IV. DESIIiBRIDACION
-En un baño a 42W con agitación:
‘lavar 30 mInutos con NaOI-1 fl.4M
lavar 30 mInutos con Tris 0.2 M píl 7.5/
SOS 05%/ SSPE 0.IX
-Monltori=zarcon el geiger que no queda marcaje en la
membrana
-Las rnembranasse pueden guardaren bolsasde plástico,
bien secas, bien en liiuido de prehibridación
-Se pueden deshibridar varias membranas juntas en un
Tupper-ware <200 ml por membrana y no más de 5 membranas).
lía Prehíbridación
-Poner la membrana (después de Ijarel DNA por cocción
a 80C) en una bolsa de plástico con 30 ml de Ikiuido de
prehlbridación.
-Sellar la bolsa a calor cuidando de no dejar burbujas de
aire.
agitación.
-incubar de 4 horas a toda la troche a 42W con
ll.b Hibridación
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5. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR)
la POR (Reacción en cadena de la polimerasa; del Inglés:
Polymerase Chain Reaction> es, desde un punto de vista teórico, un
método sendlilo para amplifIcar fragmentos de ácidos nucleicos.
Partiendo de una muestra con un substrato DNA de cualquier
origen, la reacción POR se basa en la repetición de un ciclo
constituido por tres etapas:
a) Desnaturalización
b) Anlllamiento 6 hIbridación
c> Elongación o Polimerización
En la primera etapa <desnaturalización>, la doble cadena
del lJNAsubstrato se desnaqturallza, separtndose las dos cadenas al
incubar la muestra a alta temperatura <93-97W). Estas dos
cadenas permanecerán separadas libres en la disolución hasta que
la temperatura sea lo suficientemente baja (37~55 O> para permitir
la renaturalización <ver figura 22). Si al bajar la temperatura, la
mezcla de reacción contiene, en relativamente alta concentración,
oligonucleátidos sintéticos complementarlos a ciertas zonas del DNA
substrato, estos ollgonuclcótldos sintéticos <denominados primerts
o cebadores) se hibridarán preferentemente a las cadenas substrato
de DNA, bloqueando la renaturailzación de las cadenas de DNA
originales. Es evidente que son necesarios dos primers; uno
complementario a una de las cadenas y el otro a la otra cadena, de
forma que ambos se hibriden a zonas de las cadenas DNA substrato
sobre los flancos del segmento DNA que deseamos amplificar, la
secuencla de estros prirners viene determinada por la secuencla de
las cadenas DNA substrato, siendo necesario que las secuencias de
los pr-imer-s no sean complementarias entre sí.
5.2 Reacciones de
amplificación de DNA
La mezcla de reacción
genómico constaba de:
- DNA genómico: 1 ~.g
- ROl 50 mM
-Tris, pH 83,10 mM
- MgCI, 15 mM
- Celatina 0.01%
- dATP 200 ¡zM
- dCTP 200 pH
- dON’ 200 ítM
- dflT 200 pM
- Primero cebador 1, 1~¿M
- Primero cebador 2, 1pM
-Taq polimerasa, 23 Unidades enzimáticas (Perldn elmer
Cetus, USA.>
lINA fueron:
- todo ello en un volumen final de 100 pl
Las parejas de prlmers utilizadas para la amplificación de
Cl-146-0¡l50 (amplificación genérica DRB¡ Schaff y col,
1989)
DRRAmpA-DRRAmpI3 (amplificación genérica 0148;
Morales y col., 1991)
de POR para amplIficar lINA
Usprimera, formados idealmente por20-28 nucleótidos,
se hibridan sobre cadenas dIferentes de forera que sus extremos 3’
<desde los cuales se Inicia la poiInrerización)estén uno enfrente del
otro (ver figura 22>. la última etapa del ciclo consiste en la
polimerización o extensión <en dirección 5’ a Y) del complejo
primer-DNA substrato mediante una enzima DNA pollmer-asa que
incorrora losdeoxlnucieótidos monofosfato <dNMPs>,a partirde los
trifosfato <dNTPs) presentes en la disolución. La polimerasa que se
utiliza preferencialinente es ladenomInadaTaq-polimerasa<extr-aida
de la bacteria Thermus aquaticus, Salid y col., 1985).
5.1 Oligonucleátidos
empleados.
Se listan a continuación los oligonucleótidos empleados
en las diferentes partes de que consta este trabajo <para POR oigo-
tipaje y secuenciación>:
01-146
01-150
Dl¿B-500
DRB-3 00
DRB-600
DRI3-600c
DRII-601
0148-602
DR11AmpA
DltBAmpll
DRB6I2S
Mi 3<-21>
5 -CO COAT COrI? o01’ aoooCACAO CAO 0-3
5-CTCCOOAACOCOGrAOTTCTOTCTCCA-3-
s’-cocrccrcaacccocc-a’
5’-GTCATCTCCAC1’TCACCTCA-3’
5’-TCCATAAAOOCOACCACAAC-3
5’-GrT O’? O O? O O O GI’ITATCCA-3’
5-AATCCCOACAACGTCOAOAC-3’
5-AAOCCCCAOMOATGOACCA-3’
5’ e - td, rtiL.~,~Á5U
,
5’-COOAGCTOACAGCCACTO-3’
5’-TGTAAAACCACCCCOAa-aEn la figura 23 se muestra la localización y dirección de
estos oligonucleótkios en un gen HLA-DRB genérico.
Ccc. Ci~CF\&Cfl CUVTTCT&
DREAmpA-D14136125 <amplificación específica de 01486)
las condiciones de amplificación que se aplicaron en el
llflATherrnaí Cycler <t’erkln EtraerCelus) o en el PCR-9600 (Peridn
Elmer- Cetus> fueron:
Desnaturalización previa <95W> durante 5 mInutos
30 ciclos constando de 3 pasos:
Desnaturalización a 05C
1-fIbrilación a 55~C
Extensión a 720
30 segundos
1 mInuto
2 mInutos
Extensión final a 72C durante 5 minutos.
5.3 Reacciones de
amplificación de RNA
El RNA inonocatenario no sirve como sustrato para la
Taq-poIimerasa y en general para ninguna ONApolimerasa. Por ello
antes de realizar la reacción de POR hay que sintetizar una hebra de
DNA complementario <cDNA) al RNA mensajero.
La sfntests de la hebra de cDt-JA complementaria al RNA
mensajero se realiza en un volumen fmal de 20 ¡tI que contiene:
- 0.2 a 2 ¡sg de RNA citoplásmlco total
- 5 Unidades de inhibidor de ENAsas
- 1 mM de cada deoxinucicótido trifosfato (dATP, dCTP,
dCTP y d’PTP)
- Rol so mM
- Tris-CI 20 mM
- MgCI, 20 mM
- oligo<d1j~0 01 pg
46Awv~ ccec%cAc1&T6ñ~GCTCl


6. Técnica de tipaje con oligosondas (Oligo-
Tipaje)
6.1 Transferencia del
DNA amplificado a
filtros de nylon:
Cuando la PORse ha realizado para oligotipaje, un 5% del
producto total obtenido <5 pl) sc desnaturaliza con Nao!-! CA N
durante 10 minutos a temperatura ambiente:
-5 ¡st de reacción PCE
-10 pI de agua bí-destilada
-10 ¡sí de NaOl-l 1 M
A continuación, esta mezcla se neutratiza con 25 pl do
Nl-14-acetato 2 M. Inmediatamente, las muestras se añaden sobre
una membrana de nylon <l-lyhond N, Amerstiam) usando el aparato
de dot-blot de Bio-rad (ver figura 25),
Mientras se prepara el aparato para su uso, las muestras
deben mantenerse en hielo. La membrana debe empapar-se en Nl-fr
acetato 1 M. Una vez colocada la me,nl,rana en el aparato, se hace
pasar a través de todos los pocIllos (dots) 0.5 mide NI-14-acetato IM;
a continuación el producto de la POR previamente desnaturalizado
y neutralizado y finalmente otros 0,5 mIde NI-t-acetato 1 M.
Se desmonta el aparato y se deja secar La membrana al
aire. Para que el DNA se Eje a la membrana se incuba ésta durante
2 horas en una estufa a 80W.
6.2 Marcaje radioactivo
de oligonucleátidos.
Los oligonucleótldos que se ntliizarun para hibridar los
productos de la amplificación URB fueron:
-0R13-600
-DRI3-601
-DRB-fl02
mezcla:
Para marcarestosoligonucleótidos se realiza lasiguiente
-70 ng del oligonucleótido a marcar
-70 pCI de ÚA~P)ATP
-2 pl de Tampón limaza lOz
-5 Unidades enzimáticas de T4 pollnucleótido ldnasa
<Phannacti, Uppsala, Suecia)
La mezcla se mantiene durante 30 minutos a 37W. A
continuación se añade 1 1rg de DNA cerner (1 pI de ssDNA a 1
mg/mí> yO pl de agua hl-destilada.
6.3 Hibridaclán de los
filtros, lavado y
autorradiografía
La hibridación de los lilAs amplificados con las sondas
marcadas nos va a permitir detectar dIferencIas de secuencias de
hasta 1 sola base. Para ello hay que ser muy estrictos en las
temperaturas de lribridac&ón y lavado de cada oiigonucleótido
especifico. Recientemente, se ha Incorporado a esta técnica la
utilización de una salde amonio cuaternario 6 TMAO (del inglés:
TetzaMethyl-Ammonlum Obloride) (Wood y col,, 1985); con el uso
del TMAO las temperaturas de hibridación y lavado ya no van a
depender del contenido de bases O y O del otigo, sólo van a
dependerdesu longitud. Las temperaturas de hibridación y lavado
que se preponen a continuación son para oligonucleótldos de 18
bases <para otigonucleótldos de 20 bases habría que subir 2W
ambas temperaturas>.
Para la prehibrldaclórr, se coloca la membrana (tal y
como se ha preparado en el apartado 6.1> en una bolsa de plástico.
Se m~a con 10 mide SSPE 4x.Se ter-ira el SSPE Ax sobrante yse
añaden 10 mIde TMAC PAPA l-IIBRIi)ACIC*4 <apartado 1). Se sella
la bolsa con calor evitando que queden burbujas de aire en el
Interior y se Incuba el conjunto durante 1 hora (mínimo> a 54’C.
Cortando una esquina de la bolsa y sin denaniar ll~uido,
se Introducen de 30 a 60 ng <Sa 10 pmoles> del oltgonucleótido
marcado con “P (tal y como se ha preparado en elapartado 5.2>. Se
vuelve a sellar la bolsa con calor y se incuba a 54W durante 3-16
horas con agItación constante.
Pasado el tiempo de hibridación, se extrae el filtro de la
bolsa y se realizan los siguientes lavados <con agitación constante>:
1. 100mIdeSSPE2xISDS 0A%durante Ifiminutos a
temperatura ambiente (2 veces).
2, 100 mIde SOLUCION TMAO durante 10 minutos, a
temperatura ambiente.
3.IOOmldeSOLlJOlaqTMAO,durante lflmlnutosya
58~C <2 veces).
Se pueden lavar varios filtros a la vez, añadiendo 50 ml
de cada solución de lavado por cada filtro adicional.
Se dejan secar los filtros al aire. Se envuelven en plástico
muy fino <lteynolon) y se exponen a auton-adlografía colocados
junto a pelínulas Rodad XOMAT-XA145, a .8000 y de 12 a 2-4 horas,
Sise quieren reutilizar los filtros, una vez hibridados, hay
que someterlos a un lavado para desprender el oligonucícótido
anterior: Tris, pH 8.0, 10 mM ¡ SUS 0.5% durante 15 minutos a
70W (1 6 2 veces).
Se inactkva la ldnasa por calor (68W durante 10
mInutos) y posterlorme se purifica el oligonucicótido marcado a
través de una columna cromatográfica de penetrabilidad de
Sephadex 0-50 <13 mi>.
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Plantilla de carga de muestras—
(placa superior) y tornillos
de ajuste.
9
w
o 0000 0 000 00 O
o 000 0 000 0000
0 0000 00 00 00 0
‘O 000 00 000 00 0
‘00000 0000000
‘0 nOOOooOooO
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¿ ,\
Placa Inferior (soporte)
‘Jo.—. TornhlIo.gUía
Reservona de vacío
Anillo de goma
Tubos y válvula de flujo
Figura 25. Modelo básico del aparato de Dot-blot, para transferencia de DNA por vacIo.
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7. Secuenciacián de DNA
(Sambrook y col., 1989)
7.1 Preparación del
bacteriofago M13.
Paraclonardentrodelbacter-lofagoMia, esnecesarloun
paso primero de linearizaclón con la enzima que se vaya a utilizar
para el clon~e. En el caso de productos de POR, como tienen
extremos romos <no protuberantes> se utilizan alternativamente
Sma-l o Hinc-ll como enzimas de corte. En nuestro trabz4o, la
preparación del MiS se realizó en todos los casos con Sma-l.
Se coloca en un tubo tipo “eppendorl”, y con un
volumen final de 20 ¡sí los siguientes productos:
-10 ¡sg de IX-JA de Ml3mplS en su forma replicatíva
-2 ¡sI de Tampón Sma-l lOx
-50 unidades ensimáticas de Sma-l <Boebringer
Manheim, Manheim, FRO>
-agua bí-destilada hasta ¡gustar el volumen
la mezcla se incuba durante 1 llora a 24W. Sc añaden
201) pide TE Ix.Y se realizan dos lavados (extracciones>: el primero
con 225 pl de PCI y el segundo con 225 pi de Cloroformo /
Isoamilico <24/1>.
A la fase acuosa resultante se le añaden 20 pide Acetato
sódico3M y 450 pide etanolabsolutos¿ incuba la mezcla durante
30 minutos a -80W. PosterIormente se centrifuga durante 10
minutos, a 4W y a 10.000 rpm para precipitarel DNA. Se exUde el
etanol a vacío y se lava el precipitado con 500 ¡sí de Etanol al 70%.
Se vuelve a extraer el etanol, se deja secar completamente el
precipitado, y una ves seco se resuspende en 20 ¡sí de aflua bí-
destilada.
Posteriormentese hace una rnedidaespectrnfotométrica
a 260 y 280 nm para esthnarsu purezay concentración. Y se diluye
hasta dejarlo a una concentración de 50 ng/pl.
7.2 Clonado del material
amplificado en el
bacteriofago
El productode PORsobrante delcontrolde amplificación
<90¡al> se cone en un gel de agarusa preparativo al 1% durante 2
horas a 00-100 voltios. [‘asadoeste tiempo, se sitúa sobre un
espectrofoti5metan ultravioleta y se visualiza la banda del material
amplificado <tamaño adecuado>. La banda se recorta con un
escalpelo estéril y sc somete a electroelución <ver apartado 41).
El material eleciroeluido se precipita con acetato sódico
y etanol absoluto, sc lava con etanol al 70% y se resuspende en 20
¡sí de agua bí-destilada (del mismo modo que se ha hecho con el
fago Mi3 en el apartado 71). Se ajusta su concentración a 8 ng/pi.
A continuación se procede al “ligado’ de los dos
materiales genétIcos «‘113 y producto amplificado> del siguiente
modo:
-1 ¡si <50 ng> de MiS mpi8 cortado con Sma-l
-1 ¡si <8 ng> del producto de POR purificado
-1 pIde Tampón Ligasa IOx
-1 ¡sí de T4 DNA ¡gasa (40.000 Unidades enzimáticas;
New England Biolabs, USA.>
-I ¡sí de agua bí-destilada
La mezcla se incuba durante toda la noche a 160
productos:
7.3 Preparación
b a cte rl a
competentes
transfeccián
de
e
y
Se pincira una colonia aislada de &coli <cepa TOI,
Sambrook y coL, 1989) que Ira sido crecida en placas de medio
mínin-ro MO y se inocula en 5 mIde medio l~iuldo TV 2x <en tubos
desO ml para que elcultivo esté aireado). Se crece el cultivo toda
la noche a 8VO y 150 rpm.
[leímedie anterior, a la mañana siguiente se Inoculan
400 pIen 40 mide medlo fr-esco TV 2xy se Incubatlurante 2 horas
a 37W y agitación (hasta que la OB. a 550 nm sea dc 02), Del
mismo cultivo de toda la noche, en paralelo, se inocula una gota en
20 ml de medio fresco TV 2x y se incuba de 1 a 2 horas.
El cultivo de 20 ml sc mantiene a -4.0 basta su uso
como cesped bacteriano. El cultivo de 40 mIse centrífuga durante
10 mInutos a 4500 rpm y 40.
Se decanta el sobrenadan te, y el precipitado se
resuspende en 20 ml de CaCí, 50 mM preenfriado a tI’C y estéril.
La suspensión bacteriana se deja en hielo durante 30 mInutos,
agiténdola cada 10 minutos.
Se centrifuga a 4.500 rpm durante 10 minutos y a 4
W. Se decanta el sabrenadante y el precipitado se rususpende en
4 mide CaO!, 50 mM frt. En esta suspensión las bacterias ya son
competentes y deben usarse en 24 horas conservándolas a 0O
entretanto.
Se mezcla en un tubo tipo ‘eppeudod’ los siguientes
-5 ¡sí del ligado obtenido en el apartado 7.2
-45 pl de TE ix estéril
-300 pl de bacterias competentes en CaCí,
La mezcla se incul,a en hielo acuoso durante 40
minutos. Acontinuación se incuba duranteS minutos a- 42W y se
vuelve a colocar sobre hielo.
Se funde el Top Agar 1-1 (3 ml por cada experimento de
transíección) y se deja enfriar hasta 42W. Por cada experimento de
transíección que se vaya a realizar se realiza la mezcla:
-200 pIde bacteria crecida exponenclalniente Cinóculode
20 mt que se guardó en la nevera>
-40 pl de 11>70 <100 mM en agua destilada)
—It) pide X-gal (al 2% en lJimetil-tormamkla)
A cada tubo conteniendo las células competentes
tnrnsfectadas con el MiS-Inserto se le añade:
-270 pi de la mezcla TGi/IPTQ’X-gal
-3 mIde Top Agar 1-1
Se mezcla suavemente <para no producirburtujas)yse
deposita inmediatamente sobre una placa 1-1 precalentada a 37W.
Se agita suavemente hasta confluencia y se espera hasta que
solidiflque elTop Agar. Una vez solidificado, las placas se Incuban
Invertidas durante una noche a 370.
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u itesuspenderelprecipitadoen 20 pIde agua bí-destilada.
¡ Realizar lecturas espectrofotométaicas a 260 y 280 nm para
determlnarlapurezayconcentración deiE<qA.Dholverlasnrnest~~s
con agua hl-destilada hasta una concentración de 250 ng/pl (1 (LD.O n e 8 a 260 nra equivale a una concentración de 35 pa/mt
aproximadamente 2 ¡sg de DNA nionocatenario equivalen a 0,8
pmoles>.
Con la introducción del ll’TG y X-gal en las placas de
cultivo y el uso de la cepa TUl de E, col., es posIble hacer una
selección de los clones recomblnantes por colon las placas de lisis
de bacterlofago nativo se van a colorear de azul, en tanto que las
placas de lisis de fago MiS recombinante <con inserto> no se van a
poder colorear y tienen un aspecto blanquecino.
Inocular una colonia aislada de E. ccliTUI en un tubo
de 50 mi conteniendo 5 mIde medio TV 2x. Incubar toda la noche
a 37W y 150 rpm,
A la mañana siguiente, hacer una dilucIón 1:100 de este
cultivo con medio TV 2x fresco.
PInchar con una aguja de siembra una placa
recombinante (blanca) e inocularla sobre 5 ml del cultivo anterior
en tubos de 50 ml.
Agitar vIgorosamente <250 rpm> a 8VO entre 5 y 7
Iroras (no es conveniente que este cultivo se extienda más de 7
horas, porque puede haber muerte bacteriana y aparecer nuestra
muestra contaminada con DNA, RNAy restos celulares bacterianos).
Centi-ifugarelcnltivoa2.500 rpm. durante 10 mInutos.
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio ester-ii. <en el
sobrenadante se encuentran las partículas infectivas del fago Mía
que son de DNA monocatenaria; en el precipitado y dentro de las
bacterias se encuentra la forma replicativa del MiS que es de DNA
bí-catenario>
Centrifugar el sobrenadante a 2.500 rpm durante 10
minutos y transferir a un nuevo tubo.
Tornar 1.8 ml de sobrenarlante y añadir 350 pide
Solución PEO para producir la agregación de las partículas virales.
Mezclar vigorosamente e Incubar durante 30 mInutos a OiC.
Centrifugar la suspensión a 10.000 rpm durante 10
minutos para precipitar las partículas virales. Aspirar y desechar el
sobrenadante procurando no dejar trazas del PEO.
Resuspender el precipitado en 400 pl de TE iWl, Para
retirar las proteinas virales, se realizarán a contInuación las
siguientes extracciones:
- (2x> 400 pIde PCI: aliadirel PCI, agitarvigorosarnente,
incubar a temperatura ambiente y centrifugar a 10.000
rpm duranteS minutos. Pasar la fase acuosa superiora
un tubo limpio y repetir el proceso.
- (2x) 400 pl de eter etflico (saturado con agua): añadir
eleter, agltarvigorosamente,centxlfugarinmediatamentc
a iOOOO rpm durante 1 minuto. Retirar la fase orgánica
superior por aspiración a vacío y repetir el proceso.
Añadir 40 ¡si de Acetato sódico, pH 5.2, 3M y 800 pl de
etanol absoluto. Mezclar- bien ye incubar durante 30 minutos a -
8000 o durante toda la noche a -20W.
Centrifugarla mezcladurante iñminutosa iO.OOOrpm
y 4W, Desechar el sobrenadante y añadir sobre el precipItado 400
pide Etanol al 70% preenfriado a -20W. Centrifugar 5 minutos a
iO.000 rpm y 4W. Desechar el sobrenadante y dejar secar el
precipitado a vacío durante 5 minutos.
7.~5 Reacciones de
secuenciacián
(Oocayne y coL, 1989)
Una vez purificado el DNA nionocatenarlo de MIS
<conteniendo el Inserto de interís> se realizan las reacciones de
seclLenciación <copia) siguiendobásicamente elmétododescrito por
Sanger <Sanger y coi~ ). Se pueden utilizar diferentes enzimas
como polirnerasas. las enzimas utilizadas en este trabajo fueron 2:
Sequenasa y Taq polinrerasa.
La Sequenasa (USE., USA> es una modificación de la
LN4Apolimerasa del bacterlofago T7, en tanto que la Taq polimerasa
es una potimerasa que trabaja a alta temperatura (72’C) y se
obtiene a partir de Tennus aquaticus.
Además, en este trabajose utilizaron primer-socebadores
de secuenclación hluorocromados en lugar dc realizar un mareaje
radioactivo. Los 4 primers diferentes (denominados JOE, PAP.l,
TAMPA y ROX> se combinan con las 4 reacciones diferenciales de
sectrenclaclón <A, O, Uy 1’, respectivamente), como se esquematiza
en la figura 26.
75.1 REACCIONES
SEQUENASA
CON
Se utilIzan 4 tubos de ndcmcentrifuga marcados A, 0, U
y 7 respectivamente y se mezcla en ellos las cantidades y productos
que se muestran en la Tabla 2.
Estas mezclas se incuban a 56C durante 5 minutos.
Tnrnscun-idos 6stos, se dejan enfr-úu- lentamente a temperatura
ambiente durante un periodo de 20-30 minutos. Una vez fríos los
tubos, se centrifugan unos segundos para recoger en el fondo las
gotas de condensación.
Preparar las mezclas de nucleótldos de reacción del
siguiente modo:
d/ddA: 1 voL dNTP ruiz + 1 vol. dIdATP 50 pM
d/ddc: 1 vol. dNTP mix + 1 vol. didOTP 50 pSI
d/ddG: 1 vol. dNTP mix + 1 vol. dldCTp 50 pM
d/ddT: 1 vol. dNTP mix + 1 vol. didfl’P 50 pH
Preparar la enzima (Sequenasa) del siguiente modo:
-1 pi de enzima <a 10-12 lJnldadeg¡il>
-4.5 ¡sí DTT 01 SI
-3.5 pl de Tampón Sequenasa Sx
AI¶adb-acada reacción de anillado: 1.5 pl(en el caso de
los tubos A y 0> o 4.5 pl (en el caso de los tubos O y T> de las
mezclas de nucicótidos correspondientes. Añadir 1 pl <para Ay O)
ó Spi <para Uy T) de la enzima preparada.
Incubar las reacclones de extensión durante 5 minutos
a 370. Se puede añadir un “pulso” de enzima Kienow para que las
reacciones Inacabadas se completen, pero no es estrictamente
necesario.
Calentar todos los tubos a 85W durante 10 minutos
para desactivar las enzimas. Centrifugar u nos segundos para recoger
cmi el fondo de los tubos las gotas de condensación.
7.4 Selección
amplificación de los
cl
recombinantes.
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Juntar las 4 reaccIones de cada clon (A, O, U yT>en uno
de los 4 tubos. Añadir 6 pi de Acetato sódico, pil 52, 3M y 200 pl
de etanol absoluto.
Agitar para mezclar bien e Incubar las mezclas en hielo
durante unos 20 minutos. Centrifugar las precipitaciones durante
30 minutos a 10.000 rpm. Desecharelsobrenadante poraspiración.
Lavar el precipItado con 500 pi de etanol al 70%
preenfriado. Centrifugar 5 minutos a 10.000 rpm, desechar el
sobrenadante y secar el precipitado a vacío durantes minutos. Este
precIpitado seco está listo para cargar en los geles de secuenciación,
o en su caso conseivar durante varios meses a -20W y en
oscuridad.
7.52 REACCIONES CON
TAQ POLIMERASA
Se preparan igualmente A tubos rotulados como A, O, U
y T. pero de 0,7 ml <los que se utilizan para la técnica de POR). Se
preparan las mezclas de nucicótidos del siguiente modo:
,VddA; 1 vol. dA mix + 1 voL didATP 3 mM
O/ddo: 1 vol, do mix + 1 vol. didOTP 1,5 mM
G’ddU: 1 voL do mix + 1 vol. didUTP 025 mM
T/ddT: 1 vol. dT mix + 1 voL didTTP 2.5 mM
También la enzima <faq pollinerasa) se prepara diluida,
del siguiente modo:
-10 Unidades de Taq poilmerasa
-2 pl de Tampón Taq de dilución
-Agua bí-destilada hasta 20 pi de volumen final
A continuación se mezclan en cada tubo el DNA
monocatenario,nucieótkios, tamponesyenzimasdelmodolndicado
en la tabla 3.
Estas mezclas se someten aSO ciclos (como los de POR)
del siguiente modo:
15 PRiMEROS CICLOS:
-Desnaturalización a 9500 durante 30 segundos
-Anillamlento a 55”O durante 30 segundos
-Elongación a 70W durante 1 mInuto
15 CICLOS FINALES:
-Desnaturalización a 95W durante 30 segundos
-Anillamientcveiongación a 70 durante 1 minuto
Pasados los 30 ciclos, se junta el contenido de los 4
tubos en uno sólo <A+C-l-U+T> yse le ahiade 140 pIde Etanol 02%
Acetato sódico 0.1 M
La mezcla se incuba en ídolo durante 20 minutos.
Posteriormente se centrifuga 30 minutos a 4.0 y 10.000 rpm. El
sobrenadan te se aspira a vacío y el precipitado se lava con 500 pl de
etanol al 70% preenfrlado, Se vuelve a centrifugar 5 minutos y a
desechar el sobrenadante. El precipitado se deseco a vacio durante
5 minutos y se carga en el gel o se congela a -20W y en
oscuridad.
7.6 Carga
-2 g de resma de intercambio iónlco
con lo que se consIgue un gel al 6% de acrilanilda y SS
molarde UreaSeagita la mezclamagnétlcamenteyconcalorhasta
que se disuelva totaimente y se caliente a unos S4VC. A
continuación se filtra a través de un filtro de 02 pm, se le afladen
20 mide ¡‘BE 10x y se enrasa a 100 ml con agua bl-rlestllada.a
Los cristales de secuenclación se lavan con detergentes
que no produzcan residuos yagua caller-ite, frotando con un pedazo
de papel blando <tlssue). Se aclaran abundantemente con agua del
grifo y, cuando ya no quedan restos de detergente, con agua bí-
destilada. Finaimen te se lavan con etanol al 95% yse dejan secar en
posición vertical.
Una vez secos, se prepara el sandwich cristal-
espaciadores-cristal. Se sellan los laterales y el fondo con cinta
adhesiva plástica. A la solución de acrilamida filtrada, se le añaden
500 pl de Persulfatode amonio al 10% y 45 pide TEMED. Se agito
suavemente y se carga entre los dos cristales, en posición vertlca[y
cuidando que no se formen burbujas. Cuando el interior de los
cristales esta lleno hasta 2 cnt del borde superior, se sitúan en
posición horizontal, sc coloca el peine de secuenciaclón, y se f¡a
con 3 pinzas metálIcas. El conjunto, se deja poIinwrlzardurante 1
a 2 horas.
lina vez polimerizada la acrilamida, se retiran las pinzas,
el peine y la cinta adhesiva. Se lava abundantemente con agua del
grifo y finalmente con etanol al 95%. A continuación se coloca en
el interior de la cubeta del secuenclador automático 373A <Applied
fllosystems, Poster City, CA). Una vez puesto el cristal, y
comprobada la lectura del laser, sc rellenan con tampón TRE Ix las
cubetas de electroforesis superior e inferior. Se conectan los cables
de tensión, se limpian los pocillos de restos de acrilamida y se
realiza una can-era previa de electioforesis durante 30 mInutos, a
L500 voltIos, 20 mAmperlos, 30 Watios.
Las muestras, preparadas como se ha descrito en el
apartado 7.5 se resuspenden en 1 pl de EIYI’A, pl-1 80, 50 mM y 5
pl de Fonnamida deslonizada. Se mezcla con cuidado y
repetidamente para conseguir la resuspensión. A continuación se
centrifugan los tubos unos segundos para recoger todo ellkuido en
el fondo. Se calientan durante 2 minutos a 90’0 para
desnaturalizar el DNA y se meten Inrnediatemente en blelo, Así
están listas para ser cargadas en los pocillos del gel. Una vez
cargadas, se somenten a electiofojesis en las mismas condiciones
que la pre-canera, durante 14 horas.
En el secuenclador, se programan los nombres de los
clones Introducidos en cada pocillo. Pasados unos 15-20 mInutos
desde que comenzó la electroforesis definitiva sc da orden de
recogida de datos. Un rayo laser excita a las moléculas que pasan,
y éstas, al llevar fluorocromos conjugados emiten en una
determinada longitud de onda (diferente según que haya tenninado
en A, O, U ó T>. La emisión se filtra por los 4 colores posibles, se
fotomultiplica y se envía al ordenador <ver Figura 27).
Acabada la electroforesis, el ordenador integra todas las
emisiones fluorescentes recibidas, normallza el espacio entre las
diferentes señales y realiza un asignación de bases. El resultado se
conserva en un ficíreroen eldisco duro yse produce una impresiónd e 1 o 5 en colores por medio de un plotter (FIgura 28). La secuerrcla, se
puede editaren pantalla y ser con-egida porel operario,productos en el gel,
detección
obtención
y
de las
secuencias.
Para preparar los geles de secuenciación, se mezcla:
-50 g de Urea
-15 mIde Acrilamida al 40%
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8. Análisis de Secuencias
8.1 Programa
prediccion
estructura
secundaria
proteínas.
Para la predicción de estructura secundaria a partir de
una secuencia de aminoácidos se utilizó el programa GAIiNIER del
paquete informático PC-CENE <lntellicenetics, CA, USA), Este
programa predice estructuras secundarias Qiélices, láminas
extendidas, giros y random) basándose en vi método de Garnier,
Osguthorpe y Robson <Gamiery coL, 1978).
Para cada aminoácido de una secuencia, el programa
realIza 4 ecuaciones para cada uno de los estados confonnacionales
posibles fixélice alfa, lámina beta, gires beta ó estructura random>.
A cada aniinoácldo se le asigna, pues, un valor para cada una de las
4 estructuras posibles. Estas ecuaciones tienen en cuenta defecto
que sobre un residuo determinado ejercen los 8 residuos adyacentes
<4 a cada lado). Posteriormente, se propone una Constante de
decisión”, que se resta a cada uno de los 4 valores. De los valores
restantes, el que sea más alto determina el estado confomnclonal
que se le asigna a cada aminoácido.
Los valores asociados a cada aminoácido se basan en
estudios cristalográficos o de estructura terciaria de proteinas
conocidas. También se tienen en cuenta los valores de dicroísmo
circular, que predicen el porcentaje de una proteina en estrvctijra
secundaria. La validez del método de Gamierse ira comparado con
otros métodos existentes (Busetta y ¡lospital 1982; Kabsch y
Sander, 1983) y se ha observado que, para proteínas de estnjctura
terciaria conocida, elmétodo tiene una precisión de un 56-57%. Por
tanto, resulta un método más aceptable que el Clrou y Pasman (con
una precisión inferior al 50%).
Una vez metida la secuencia de aminoácidos a analizar,
el programa realiza los comuputos y dibuja un símbolo debajo de
cada aminoácido:
X: alfa hélice
>: giro beta
-: lámina beta
: estructura r-andom
82 Programa para
p a r a pareja de El programa calcula un valor de similarirfad para cada
secuencias que se someten a comparación, mediante und e alineamiento inicial de todas las secuencias analizadas. En un
segundo paso, se construye el dendrogrania utilizando los valores
de slmilaa-idad obtenidos para cada pareja en el alineamiento inicial.
El método que se utiliza para constxufr los dendrogramas sed e denomina UPOMA <del inglés: Unwlghted Pair Cmup Maxlmum
Averages), El método UPG?’LAcomlenza agrupando en una rama las
dos secuencias más similares, Posteriormente, calcula los valores de
similitud de esta rama con cada una de las secuencias restantes, En
pasos posteriores, se van agrupando las 2 secuencIas más similares
en nuevas ramas y se calculan nuevos valores de similitud para cada
una de las ramas que se establezcan. SL la similitud entre una
secuencla o rama nueva con una rama generada en los prinieres
pasos es mayor que con las secuencias aisladas que quedan, se
agrupan varias ramas entre sí fomuando una rama aún mayor.
cálculo de homología
entre secuencias y
construcción de
dendrogramas:
lsrsárbolesodendrogramasfilogenétlcesseconstxuyeron
a partir de las secuencias de IlMA utilizando el programa CLUSTAI,
del paquete informático PC-CENE (intelligenetlcs, CA, USA>,
programa que se basa en el método deWilburand Lipman (i-ilgglns
y Sharp, 1985; Higgins y Sharp, 1989; Wilbur y Lipman, 1983),
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9. Individuos, Familias y Líneas Celulares
9.1 IndIviduos no
relacionados
Se estudiaron un total de 88 individuos sanos no
relacionados, pan el total de los tnb~os realizados, Todos ellos,
excepto 4, fueron tipificados par-a HIA-OR por serología, y muchos
por RPU’s:
• 32 se utilizaron para la secuenclaclón de todos sus
genes i-iLA-l)RI3 <Tabla 4)
• 44 se utilizaron para oligo-tip~e de HL&-DREG tras
una amplificación genérica de HLA-IJRII <Tabla 5). 4 de
los individuos de este estudio se utilizaron también para
secuenciaclón.
• 5 se utilizaron para la secuenclaclón del alelo 1-11k
DRi3b (fabla 8>
• 14 se utilizaron para la secuenciación de fragmentos
más largos del exón 2 y distinción de los subtipos lILA-
0RB60201 y ¡ILA-DRB60202 (fabla 12)
9.2 Familias
[los familias, de 5 individuos sanos cada una, se
utiiizaxon para estudiar la segregación de losatelos ele HIA-DRB6 en
los diferentes haplotipos. Una de las familIas portaba un cromosoma
DR!, y la otra un cromosoma 1)112. Su tlpc4e semiógico, así como
por RPLPs se muestra en la Tabla 11.
9.3 Lineas celulares
Un total de 52 células homocigotas de Up~e de los dos
últimosTalleres internacionales de l-ilstccompatibilidadse utilizaron
con diferentes propósitos:
14 únicamente para estudios de secirenciación de
todos sus genes 1-tEA-DRil
• 19 para oligo-tipaje de DRB6
• 19 para ambos estudios <secuenciaclón y oligotipaje,
Tablas 6 y 7).
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Tabla 4
Tipa/e HL4-DR serológico y RFLP de los Individuos no emparentados
utilizados en estudios de secuenclación
N~ Individuo Serología HLA-DR ¡ Tipaje DR-RFLP
1 AMM 2,X 15,15
2 PSL 5,6,52 12,1 3a1
3 PL 4,5,52,53 4,12
4 MLS 3,5,52 17.1,12
5 EGS 6,X,52 13a3,13b
6 JGJ 6,7,52,53 13b,7.1
7 JMM 2,X 15,15
8 MP 3,X,52 17.1,”Br’
9 065 5,6,52 11,13b
10 DYC 5,6,52 1I,13b
11 JRS 6,7,52,53 13b,7A
12 JRB 4,6,52,53 4,13b
13 AGO 7,X,53 7.1 ,Br
14 AGR 4,X,53
15 OSS 4,6,52,53 4,13b
16 EGR 4,X,53
17 MRS 6,7,52,53 13b,72
18 MPC 3,X,52 172,’Br”
19 BAC 4,X,53 4 ‘Br4’20 CC 5,6,52 11,13a1
21 VRS 2,7,53 15,72
22 JRS 2,7,53 15,7.2
23 JS 7,X,53 7.1,7.2
24 866 4,X,53 4,4
25 867 4,7,53 4,7.2
26 868 4,X,53 4,4
27 869 4,7,53 4,7.2
28 876 2,4,53 15,4
29 877 4,7,53 4,7.2
30 725 3,X,52 17.1,172
31 726 4,7,53 4,7.2
32 727 3,4,52,53 172,4
33 728 3,7,52,53 172,72
34 729 3,4,52,53 172,4
35 730 3,4,52,53 17.1,4
36 MGA 2,6,52 15,1 3b
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Tabla 5
Tipa/e HL4-DR serológico y RFLP de los Individuos no emparentados
utilizados en estudios oligo-tipaje de HLA-DR86
N~ IndMduo Serología HLA-DR lipaje DR-RFLP
3,X,52
4,x,53
4,2,53
4,7,53
4,7,53
6,7,52,53
6,7,52,53
4,6,52,53
10,3,52
10,3,52
10,6,52
10,6,52
ND
ND
NO
4,x,53
NO
13,52
1,7,53
2,7,53
11,10,52
1,2
2,7,53
l,x
3,10,52
2,3,52
2,x
3,8,52
2,4,53
2,x
1,2
1,2
1,2
10,9,53
10,1
1,6,52
1,2
10,3,52
10,3,52
10,7,53
10,7,53
10,7,53
10,6,52
10,4,53
a
4
8
18
19
29
30
al
44
45
46
47
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
MPC
EGR
201
692
711
753
JRS
OsS
424
435
077
148
6224
6225
7818
8138
8189
7774
7817
7843
7989
7999
8000
HOM-2
RAJ 1
ALOL
003
072
5550
5551
6231
6233
6160
3935
261
226
8132
8133
8134
8135
3411
3256
3985
5471
5475
172,Br
4,ar
4,16,
4,7.1
4,7.1
13a4,7,2
lab,7A
4,13b
10,172
10,17.1
10,1 3a4
10,13a3
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
15,17.1
1,1
15,15
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
20,71
10,7.2
10,7.2
10,1 4a
10,4
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Tabla 6
Celulas homocigotas de Tipa/e utilizadas para secuenciación genérica de
sus genes HL4-DRB
W
Workshop Nombre
Serologla
HLA-DR lipaje Dw
T
TOD
DRWS2
9002 MZ070782 1 20
9003 KASl1B 1 1
9004 JESTHOM 1 1
9005 HOM2 1 1
9006 WT100BIS 1 1
9008 D0208915 15 2
9010 AMAI 15 2
9011 E4181324 15 12
9016 RML 16 22
9018 L0081875 3 3 25
9019 DUCAF 3 3 25
9020 QEL 3 3 25
9022 COX 3 3 24
9023 VAVY 3 3 24
9033 BM14 4 4
9034 SAVO 4 4
9036 8P0010 11 DB2 25
9038 EM16 12 DB6 25
9040 BM1S II 5 25
9050 MOU 7 17
9051 PITOUT 7 17
9054 EK 14 9 25
9057 TEM 14 9 25
9058 0MW 13 - 18 24
9059 SLEOOS 13 - 19 26
9060 086B 13 18 25
9051 31227AB0 14 9 25
9063 WT47 13 19 26
9064 AMALA 14 16 25
9066 TABO89 8
9069 MADURA 8 8.1
9075 DK5 9 23
9088 PF04015 3 — 24
—
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Tabla 7
Celulas homocigotas de tipa/e utilizadas en los estudios de oilgo-tipa/e del
gen HL4—DRB6
20
1
2
12
22
3
3
nuevo
4
10
13
14
15
5
nuevo
062
nuevo
FS
066
IB
18
19
9
íd
17
11
7
081
s.l
82
5.3
8.3
23
25
24
24
24
25
25
25
25
25
25
24
26
25
24
Serobgla TOD
Workshop Nombre HLA-DR Tipaje 0w DRwS2
1
1
15
15
16
3
3
3
3
4
4
4
4
4
11
11
11
11
11
12
13
13
13
‘4
14
7
7
7
7
8
8
8
8
9
9
1
4
7
9002
9004
9008
9011
9016
9019
9022
9088
9021
9025
9026
9030
9092
9107
9040
9039
9036
9042
9105
9038
9060
9058
9063
9057
9064
9050
9052
9093
9047
9067
9071
9066
9070
9075
9076
9W0104
9W0404
9WC 701
MZ070782
JESTHOM
D0208915
E4181324
RM L
DUCAF
CDX
PFO4O1 5
RSH
OEU
VAR
JHAP
BM92
LKT3
EMí 5
JVM
SPoO10
TEl
FPAF
BMW
CB6B
0MW
WT47
TEM
AMALA
MOU
068
BER
PLH
BTB
OLGA
TABO89
LUY
0K6
T7526
MDE
SUD
BOR
a —
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esuItados
1 Caracterización de la secuencia de DNA del
exón 2 deI alelo HLA-DR13b:
1.1 Definición del alelo HLA-DR13b
La especificidad HLA-DRI3b, que es un subtipo de HLA-DR6, y que se define
por RFLP (Bidwell y col., 1988) es diffcil de tipar y se puede conftindir con HLA-DR12
(un subtipo de HLA-DRS, Betuel y col., 1984; Schreuder y col., 1984). Incluso
utilizando la técnica de RFLP como modo de tipaje, el patrón que se ha obtenido para
las células homocigotas 13b es idéntico al que se obtiene para células homocigotas
DR18 (que es un subtipo raro del HLA-DR3). Los compendios de secuencias
publicados previamente a la confección de este trabajo (Marsh y Bodmer, 1989), no
incluían la secuencia de este alelo.
1.2 Selección de individuos no emparentados con
tipificación HLA-DR13b.
Al no disponer en nuestro laboratorio de la célula homocigota para la
especificidad DR13b, tuvimos que seleccionar individuos que portaran en heterocigosis
dicha especificidad. Para ello se realizó la tipificación de HLA-DR y -DQ por serología
y entre los individuos DR6, se eligieron los que eran DQS, porque el alelo DR13b
suele ir acompañado de dicho DQ. Estos individuos se tipificaron por el sistema de
RFLP descrito para DElE, DQA y DQB y los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 8.
63
Tabla 8
Fenotipos HLA-DRy -DO, determinados por serología yRFLP en los
5 individuos utilizados.
INDIVIDUOS ~ SEROLOGíA
HLA—DR HLA-DQ
RFLPs
DRA DQA DOB
MRS 6,7 2,3 13b,7.2 3,3b 2b,3b
EGS 6 1,3 13b,13a3 lb,3b la,3b
osc 5,6 3 11,13b Sb,3b 3b,3b
MGA 2,6 1,3 15,lSb lb,3b lb,3b
JRS 6,7
a
2,3
—
13b,7.1 3,3b
—
2b,3b
a
1,3 Identificación de la secuencia del exón 2 de FILA-
DR13b:
De cada individuo analizado se obtuvieron diferentes secuencias del exón 2
correspondientes a alelos de diferentes loci DRB, puesto que el sistema de
amplificación por PCR con los oligonucleátidos GH46 y GH5O no es específico para
ningún locus. Todas estas secuencias, procedentes de los genes DElHi, DRB3, DRB4,
DRB5 6 DRB7 se compararon con las previamente publicadas (Marsh y Bodmer, 1989)
y se asignaron a los diferentes alelos. Finalmente quedó una secuencia que no estaba
publicada y que compartían los 5 individuos analizados, y se asígnó como exón 2 del
alelo DRi3b (Figura 29).
Con la secuencia de nucícótidos del exón 2, y aplicando el código genético, se
obtuvo la secuencia de proteínas del dominio Si, El alineamiento de esta nueva
secuencia de proteinas con las más similares previamente conocidas (diferentes
subtipos de DEl5 y DR6> demuestra que pertenece a este grupo de reacción cruzada
(Grupo del DR52), por compartir con ellos los residuos 9-12 de la primera región
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2. Análisis de secuencias del exán 2 de los
diferentes genes HLA-DRB
2.1 Obtención de 29 secuencias de DNA del exán 2 de los
diferentes loci HLA.-DRB
La amplificación genérica del exón 2 de los genes DRB de células homocigotas
de tipaje (Tabla 6) e individuos no emparentados (Tabla 4), donación de los productos
amplificados y secuenciación de los clones recombinantes, nos permitió analizar alelas
de cualquiera de los ¡oci que contienen exón 2 (genes DElBí, DRB3, DRB4 y DElB5 y
pseudogen DElB7), puesto que se utilizaron como primers de amplificación 0H46 y
0H50, que deben amplificar todos los genes DRB (Scharf y col., 1989>.
La comparación de los 315 clones obtenidos, entre sí y con otras secuencias
publicadas, nos permitió detectar 29 secuencias diferentes (alelos) como se muestra
en la figura 31. Las secuencias que se han obtenido en este trabajo se marcan con un
asterisco, en tanto que las no marcadas se han recogido de la bibliografía <Marsh y
Bodmer, 1991> para completar la figura 31.
De las 29 secuencias alélicas, 27 se correspondían con especificidades
previamente secuenciadas <incluida las secuencia DRB1*1303, correspondiente a la
variable de RFLP DR13b). Sin embargo, las 2 secuencias restantes (denominadas en
la figura X53357 y X53358, que corresponden al número de acceso registrado en el
banco de datos europeo EMBL) presentaban bastantes sustituciones al compararlas
con el resto de los alelos, y eran bastante homólogas entre sí.
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2.2 Descripción de dos nuevas variantes alélicas DRB
Las secuencias X53357 y X53358 se hablan obtenido de las células BAC y RML,
respectivamente. BAC es un individuo heterocigoto, y por exclusión del resto de las
secuencias que se obtuvieron a partir de su DNA, se pudo asignar 1(53357 al
cromosoma portador de la especificidad DR”Br”, que es un subtipo de HLA-DRL ¡¿ML
es una célula homocigota de tipaje con la especificidad DR2 y por lo tanto X53358 era
una secuencia específica de haplotipos DR2,
La similitud entre ambas secuencias (8 variaciones de los 220 nucleótidos
analizados) podía estar indicando que fueran 2 variantes de un mismo locus. Sin
embargo, el gran número de sustituciones que presentaban frente al resto de las
secuencias DRB conocidas (Figura 31) hacía pensar que pudieran pertenecer a otros
loci de clase II (DPB, DQB>.
2.3 Las nuevas variantes pertenecen a la familia de genes
DRB
Para decidir su inclusión en la familia de clase II más adecuada, se realizó la
comparación de estas secuencias con secuencias consenso de los diferentes loci de
clase II conocidos: DElB1, DRB3, DR134, DRB5, DElB7, DPB1, DPB2, DQB1 y DQB2.
La comparación se realizó utilizando el programa CLUSTAL tanto para nucleótidos,
como para la traducción a proteínas de las secuencias nucleotidicas. Cuando en algún
loci se conocía la secuencia de más de 1 alelo, se obtuvo una secuencia “consenso’
para dicho loci (“consenso” = en cada posición se coloca el nucleótido o aminoácido
más representado de entre todas las variantes conocidas>.
Los resultados de estas comparaciones se reflejan en la Tabla 9.
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Tabla
Homología media entre el exón 2 (y dominio 81 te6rico) de las
nuevas secuencias ylos axones 2 de otros genes de clase ll(y sus
dominios 81 deducidos)
GEN
HOMOLOGíA <%)
Proteína DNA
DRB1 645 80.3
DRB7 63.6 82.8
DRB3 85.8 82k
DRB4 658 8t8
DRB5 67.1 813
DPS1 59.5
DPB2 4t6 -—
DQBj 5t7J
Se observa claramente que la homología de estas nuevas secuencias (al menos
en su traducción a proteínas) es mucho mayor con las proteínas DR que con las
proteínas DQ 6 DP. Por lo tanto estas nuevas secuencias se asignan a la familia DRB
y se propone como nombre para el nuevo loci DRB el de I-ILA-DRB6.
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Estudio de la distribución y segregación del
nuevo gen en los diferentes haplotipos HLA-
DR
3.1 Distribución por haplotipos de las dos nuevas
secuencias:
Para analizar la presencia de estas secuencias en los diferentes haplotipos
(cromosomas> HLA-DR se diseñaron 3 oligonucleótidos basándonos en las
concordancias o discrenpacias entre estas secuencias QC53357 y X53358> y el resto de
secuencias DRB conocidas:
DRB-600: nucleótidos 79-98; debería hibridar en las amplificaciones donde
estuvieran presentes cualquiera de las dos nuevas secuencias y
no debería hibridar con ninguna otra secuencia.
DRB-601: nucleátidos 199-217; seleccionado en la región de máxima
disparidad entre X53357 y 1(53358, presenta identidad total con
X53357 y 4 diferencias con X53358. Debería hibridar
exclusivamente en presencia de X53357.
DRB-602: nucleótidos 199-217; extendiéndose en la misma zona que el
nucleátido anterior. Debería hibridar exclusivamente en
presencia de 1(53358.
En la figura 32 se muestra un resultado modelo de el oligo-tipaje realizado con
estas tres sondas. Una vez analizadas todas las células homocigotas de tipaje <Tabla
7), individuos no emparentados (Tabla 5) y 2 familias de 4 individuos, se observa que
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Estos resultados están, pues, a favor de la existencia del locus DRB6 en estos
tres diferentes haplotipos: DRí, DR2 y DEllO. También se confirma que existen al
menos dos variantes alélicas de locus:
-X53357: presente en los haplotipos DR1 y DRiO, y que de ahora en
adelante denominaremos HLA~DRB6*O1O1
-1(53358: presente en todos los haplotipos DR2, y que de ahora en
adelante denominaremos HLA~DElB6*O2O1
3.2 Segregación de las secuencias de DRB6 en familias
El hecho de que las dos secuencias sean excluyentes, es decir, que en un
cromosoma se encuentra una o la otra, pero nunca las dos juntas, y la segregación
observada en dos familias (Tabla 11) junto a los alelos DRí y DEl2, respectivamente,
demuestra que son dos alelos de un mismo locus. Sin embargo, la demostración
definitiva es que al estudiar el sistema en 6 células homocigotas y 33 individuos no
relacionados y hacer los cálculos para un equilibrio de Hardy-Weinberg, se observa que
los valores de frecuencia esperados para ambos alelos coinciden exactamente con los
valores observados. Los alelos HLA~DElB6*01O1 y *0201 constituyen un sistema
dialélico en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que no excluye que haya más alelos
(principalmente por subdivisión de alguno de estos dos).
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Tabla 11
Familias analizadas para la segregación de alelos ORBOportécnicas
de oligo-tipaje.
Individuo
HLA-DR
serología
HLA-DFi
AFLPs
Oligos
600 601 602
87 578 padre 1,4,53 1,4 + + -
88 579 madre 5,6,52 11,13a1 - - -
89 580 hIja 1,6,52 1,13a1 + + -
90 581 hIja 1,6,52 1,13a1 + + -
91 582 hiJa 1,6,52 1,13a1 + + -
92 097 hIjo 3,x,52 17.2,17.2 - - -
93 856 padre 3,4,52,53 17.2,4 - - -
94 857 hijo 3,4,52,53 172,4 - - -
95 858 hija 2,3,52 15,17.2 + - +
98 859 madre 2,3,52 15,172 +
—
—
—
—
—
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4. Estudios de expresión del gen HLA-DRB6
4.1 Estudios Indirectos: amplificación genérica de genes
DRB y oligotipaje locus-específlco.
El primer intento que se realizó para estudiar la expresión del nuevo locus
DRB6, consistió en amplificar de modo genérico el RNA mensajero para todos los locí
DRB. Para ello se utilizaron los oligonucleótidos DElB-500 y DRB-300 que hibridan,
respectivamente, con los exones 5’UT y 3’UT. Una vez sintetizada la primera hebra de
cDNA a partir del RNA citoplásmico total, se sometía a PCR y un 10% del producto se
corría en geles de agarosa al 2%.
El resultado característico de esta amplificación se muestra en la figura 33. La
banda mayoritaria corresponde al amplificado del trAnscrito completo para HLA-DR,
y todas las células son positivas para la amplificación, puesto que todas expresan
alguno (ovarios) genes DRB. Los amplificados se sometieron posteriormente a oligo-
tipaje con los oligonucleátidos DRB-600, DRB-601 y DRB-602 para ver la presencia de
trAnscritos específicos de DRB6, pero en todos los experimentos el resultado fué
negativo.
La explicación más sencilla para este resultado negativo, es que el gen DRB6
haya variado mucho en su secuencia de la región 5’UT 6 3’UT, o en ambas, con
respecto al resto de los genes DRB y por lo tanto, los oligonucleótidos empleados no
fueran capaces de amplificar sus trAnscritos. Este resultado es posible, si se tiene en
cuenta que el exón 2 de los alelos DRBB difiere bastante de los otros alelos DRE, y se
sabe que las regiones 5’UT y 3’UT, no están sometidas a selección natural (por no
traducirse a proteínas), por lo que pueden acumular mutaciones.
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5 • Determinación de la estructura secundaria
de la hipotética proteina DRB6
Aunque queda por obtener una evidencia definitiva de la expresión del gen DRB6, se
puede estudiar su hipotético producto proteico y ver si se comporta como el del resto de las
proteínas DRB. Con el programa de análisis de secuencias PC-GENE se puede traducir una
secuencia de nucleátidos a su hipotética proteína correspondiente, y con la secuencia primaria
se puede predecir la estructura secundaria de la proteína, por comparación entre su secuencia
primaria y la estructura secundaria de proteínas conocidas cristalográficamente.
De este modo, se realizó la predicción de estructura secundaria de los dos alelos del
gen DRB6, así como de alelos de varios otros loci: DRB1, DRB3, DElB4 y DRB5. La
comparación de estas predicciones se muestra en la figura 35. Los hallazgos más relevantes
de esta comparación son:
1 Los dominios IAL hipotéticos de las proteínas DRB6 han perdido la
conformación de giro beta entre los residuos 17 a 20.
2 Los productos hipotéticos del gen DRB6 tienen una conformación en alfa-
hélice más larga (entre los residuos 40 y 55), lo que ocasiona una pérdida de
conformación en lámina beta extendida entre los residuos 50 y 54.
3 La presencia de una alía hélice larga entre los residuos 57 y 76 de los
productos protéicos de los otros genes, se ha perdido entre los residuos 64 y
71 del producto proteico de DRB6.
4 Además, el residuo 22, que es arginina en todas las proteínas DRB, está
sustituido en la secuencia de la proteína DRB6; por tanto, se ha perdido un
sitio potencial de glicosilación.
Como conclusión de los estudios de predicción de estructura secundada, se podría
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6. La caracterización del gen DRB6 aporta
datos muy importantes en los estudios
evolutivos de la región HLA-DR
6.1 Situación evolutiva del gen DRB6 dentro de la familia
de genes DRB
Con los datos de homología de secuencia calculados anteriormente (Tabla 9)
entre las diferentes secuencias consenso de nucleótidos de los genes DRB y la
secuencia consenso de los dos alelos conocidos de DRB6, se puede construir un árbol
o dendrograma filogenético para todos los diferentes genes de la familia. Este árbol se
construye con el programa de ordenador CLUSTAL <ver materiales y métodos> que se
basa, únicamente, en datos de homología.
El resultado más significativo que se observa en el árbol filogenético obtenido
(Figura 36) es el hecho de que el gen DRB6 es, aparentemente, el más antiguo de
todos los genes DRB conocidos, incluso más que el gen DElB1, que por ser el más
polimórfico de todos se debería haber originado el primero. Este hecho podría indicar
que la secuencia de los aletos DRB6 sea la más parecida a la del gen DRB ancestral,
que posteriormente se diversificó por diferentes mecanismos moleculares (inserción,
deleción, duplicación, mutaciones puntuales o conversiones génicas).
6.2 Evolución de los diferentes haplotipos HLA-DR: grupos
evolutivos
Si se realiza la comparación de todas las secuencias nucleotídicas entre sí, en
lugar de comparar sólamente las secuencias consenso, el árbol filogenético que se
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obtiene es bastante más complejo, pues tiene más de 40 ramas diferentes. Además,
éste árbol no sería real, porque los genes no evolucionan sólos en su cromosoma, sino
que evolucionan en bloque (Kiein y col., 1989). Hay que tener en cuenta, por lo tanto,
los mecanismos de duplicación o deleción que se hayan producido, y que han ido
generando diferentes haplotipos (cromosomas) con diferente número de genes.
En la figura 37 se muestra un mecanismo de recombinación desigual entre dos
cromosomas, cada uno de ellos con 2 genes DRB, que puede originar 2 nuevos
cromosomas: uno con un gen DRB y el otro con 3 genes DRB. Se ha descrito la
posibilidad de estas “duplicaciones” <Rollini y col., 1985) en algunos cromosomas.
También hay datos experimentales que sugieren que los haplotipos DR8 se han
originado por una deleción (Gorsid, 1989b). Aunque obtener pruebas formales de estas
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DREl
DRB7
DRB4
DRB3
DRB5
DRB6
DOBí
Figura 36. Arbol fílogenétlco de los diferentes genes de la familIa HLA-DRE
DPB1


DRB1, DRB2 y DRB3. Incluye aquellos haplotipos (cromosomas> que codifican
para los antígenos HLA-DR3, DR5 y DRG. Además, se incluyen en este grupo
los haplotipos DR8, que aunque sólo tienen un gen DRB (híbrido DRB1-DRBS)
se han originado por deleción de un haplotipo DR52 completo (Gorski, 1989b).
2 El grupo del DR53, o haplotipos portadores del gen DRB4, que
también es un grupo de reacción cruzada. Incluyelos haplotipos (cromosomas)
que codifican para los antígenos DR4, DR? y DRO. Tienen en común, el
contener 4 loci DRB: DRB1, DRB7, DRB8 y DRB4, donde DRB1 y DRB4 son
activos, y los otros 2 son pseudogenes.
3 El grupo de DEll, DR2 y DRiO, o haplotipos portadores del gen DRB6, que
llamaremos, por similitud con los anteriores> grupo del DR54, aunque en este
caso no constituyen un grupo de reacción cruzada. Hay 2 tipos de haplotipos:
los DR1 y DRiO, con sólo dos genes DRB (DRB1 y DRB6) y los DEl2, con 3
genes DRB (DRBl, DRB6, DRB5>.
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8. Obtención de secuencias más largas del
exón 2 deI gen HLA-DRBG
8.1 Descripción de un tercer alelo del locus DRB6
Con la utilización de nuevos primers, capaces de amplificar una región mayor
del exón 2 de los diferentes loci HLA-DRB:
-DRBampA y DRBAmpB
-ó DRBAmpA y DRB-6125 <éste último es del intrón 2)
se detectó un nuevo polimorfismo en la región 3’ terminal del exón 2. En la figura 40
se puede observar una única sustitución en la posición primera del codón 84: “A” ó
“G”, que aparecía de modo excluyente en las secuencias DRB6 de los individuos DR2.
Las secuencias con “G” en dicha posición se siguieron denominando HLA~DRB6*0201,
en tanto que las secuencias con una “A” se denominaron HLA~DRB6*02O2.
Para determinar si esta subdivisión de alelos correlacionaba con los subtipos
serológicos del DR2 (DR15 y DR16) se secuenció el exón 2 del gen DRB6 de 14
individuos tipificados para HLA-DR por serología y RFLPs <Tabla ) y se encontró una
correlación absoluta entre el subtipo de DR2 y el subtipo de DRB6 que presentaban
cada uno de los cromosomas estudiados:
—Los cromosomas DR15, siempre iban acompañados de HLA~DRB6*0201
-Los cromosomas DR16, presentaban siempre el subtipo HLA~DRB6*O2O2
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Tabla 12
Fenotipo HLA—DR serológico y RFLP de individuos
DRBG asociados en cada caso.
DR2, yalelos de
Individuo
HLA-DR SecuencIas
ORBO
obtenidasSerol. RFI~Y’S
9325 2,6,52 13a3,16 *0202
9136 2,x 15,15 *0201
2,7,53 71,16 *0202
9285 2,6,52 13a1,15 *0201
9150 2,9,53 9,15
8987 2,7,53 71,15 *0201
9268 2,5,52 11,15 *0201
9097 1,2 1,15 ~
8133 1,2 1,15 *0201
9326 2,6,52 14a,15 *0201
8836 1,2 1,15 *0201
8730 2,7,53 71,15 *0201
9187 2,7,53 7.1,15 *0201
9137 2,6,52 14a,16a
a —
*0202
Se observa, que de los 14 individuos estudiados, los 11 con el subtipo DRRS
tienen el alelo DRB6*0201, en tanto que los 3 restantes, que son ORlO, llevan el alelo
DRB6*0202.
No cabe descartar la posibilidad de un mayor grado de variabilidad del gen
HLA-DRB6, puesto que aún falta por secuenciar sus exones 3 y 4, que en otros loci,
presentan polimorfismo <aunque en menor grado que el exón 2).
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8.2 Presencia de codones de terminación en el exon 2 de
los diferentes alelos de HLA-DRB6
Al obtener secuencias más largas del exón 2, se puede observar que los tres
alelos de HLAL-DElB6 presentan codones de terminación, originados por diferentes
mecanismos mutacionales como se puede observar en la figura 40:
1 En el alelo HLA~DRB6*01O1, se produce una mutación puntual en el
codón 94 (el último del exón) que produce un codon “TGA” de
terminación de traducción.
2 En los alelos I~ILA~DRB6*0201 y *0202, se inserta una “‘1”’ entre los
codones 85 y 86, lo que produce un cambio de pauta de lectura: el
codón 86 sería tlflVf~ en tanto que el 87 ser-fa “TGA” que es de nuevo
una señal de interrupción de la traducción.
Este hallazgo es muy interesante, ya que por una parte, sería un dato a favor
de que el locus DRB6 es un pseudogen, desde un punto de vista tradicional, por la
aparición de codones de terminación en exones tempranos; y por otra parte, si
aceptamos que se pueda expresar y traducir a proteínas, estas proteínas estarían tan
severamente truncadas con respecto a las otras proteínas DR, que habría que pensar
tuvieran algún otro tipo de función.
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una mutación puntual no conservativa, Este hecho, unido a la sustitución que se observa en
la posición 57 (Serna “5”, en lugar de aspartato “D”) pueden ser los hallazgos más relevantes
de la secuencia de este exón, ya que pueden haber generado un cambio conformacional de
la molécula e incluso conferir susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades. Se ha sugerido
recientemente (Erlich, 1989) que la presencia aminoácidos neutros diferentes a Aspar-tato en
la posición 57 de la cadena (A de las proteinas DR puede conferir susceptibilidad a padecer
enfermedades autoinmunes, y la serna es uno de estos aminoácidos neutros, Seda, por lo
tanto, de gran interés, investigar la frecuencia del alelo l-ILA-DR13b en estas enfermedades,
y compararla con la incidencia de los subtipos DR5 y el resto de los subtipos del alelo DR6.
2. El locus HLA-DRB6
2.1 Distribución por haplotipos
El hallazgo del locus DRB6 en los haplotipos <cromosomas> DEll, DR2 y DM0
se puede considerar de gran trascendencia por varios motivos:
1. Con la descripción del gen, el número de RFLPs que se obtienen en las
diferentes células homocigotas de tipaje coincide exáctamente con el
número de genes ó pseudogenes I-ILA-DRB que se conocen en los
diferentes haplotipos (Bidwell y Jarrold, 1986): 1 gen (DR8>, 2 genes
(DR1 y DRiO), 3 genes (DR2, DR3, DR5 y DR6) ó 4 genes (DR4, DR7
y DR9).
2. Por lo tanto, es razonable pensar que este gen es el único que quedaba
por identificar en la subregión lILA-DR.
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2.2 Aleles del gen DRB6:
Se han encontrado hasta el momento 3 alelos del gen HLA-DRBG, con un
patrón de distribución específico en los diferentes haplotipos donde este locus está
presente:
DRB6*O1O1 se ha encontrado en todos los haplotipos DR1 y DRiO analizados
DRB6*0201 se ha encontrado en todos los haplotipos DR15 (subtipo de DR2)
DRB6*0202 se ha encontrado en todos los haplotipos DR16 <subtipo de DR2)
Esta distribución tan exacta parece indicar que el alelismo del locus se pueda
haber originado paralelamente a la diferenciación de estos 4 haplotipos donde está
presente. Se podría decir, que las variantes alélicas son contemporáneas a la
diversificación de los haplotipos o, a lo sumo, posteriores. Si el alelismo de DRB6 fuese
más antiguo que la separación de los haplotipos DR1 y DR2, por ejemplo, cabría
esperar que hubiese en la actualidad haplotipos DR2 con el alelo DRB6*O1O1 ó
haplotipos DR1 con el alelo DRB6*0201, y este no es el caso, Por otra parte,
suponiendo que los 3 alelos provienen de una única secuencia ancestral, es lógico
suponer que las mutaciones que han sufrido sean bastante antiguas, pues se han
perpetuado en todos los haplotipos analizados.
3. HLA-DRB6: ¿Gen o Pseudogen?
31 Estudios de expresión
Los estudios de expresión del locus HLA-DRB6 no han resultado totalmente
concluyentes, en el sentido de que la única trascripción que se ha podido detectar
corresponde a una pequeña región del exón 2 y no al gen completo. De estos
resultados, se pueden obtener, en cambio, algunas conclusiones importantes:
1. Los exones para las regiones 5’UT y 3’IJT de HLA-DRB6 han de ser
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muy diferentes a los de los restantes genes DRB; esto viene explicado
por una ausencia de amplificación con oligonucícótidos específicos para
estas regiones.
2. Además, si asumimos que HLA-DRB6 es el mismo gen que localizaron
en los haplotipos DR2 (Kawai y col,, 1989), hemos de aceptar que
carece de exón 1, esto es, el exón que codifica para el péptido señal.
3. La amplificación específica de I-ILA-DRB6 a partir de cDNA, con los
debidos controles que monitorizan la contaminación de DNA es
positiva, lo que aparentemente significa una transcripción parcial del
gen.
3.2 Predicción de estructura proteica
La comparación de la estructura secundaria del hipotético producto proteico
del locus DRB6 sugiere que, si este gen se está expresando, la proteína para la que
codifica va a ser bastante diferente del resto de las proteínas DRI3 conocidas:
1. Carece de sitios potenciales de glicosilación, por haber perido el residuo
Arginina en posición 22
2. La estructura en alfa-hélice entre los residuos 57 y 76, se rompe entre
los residuos 61 y 71 del producto proteico de DRI3G. Y esta alfa-hélice
es muy importante como límite del bolsillo de presentación antigénica.
De todo ello se deduce, que si 1-ILA-DRB6 es un gen y no un pseudogen, la
proteína codificada va a tener una función diferente, ya que su estructura es
radicalmente diferente a la del resto de las proteínas DRIA conocidas.
3.3 Características nucleotídicas del exón 2 de HLA—DRBG
Además de los estudios específicos de expresión, o de lo que se puede teorizar
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estudiando la estructura hipotética de la proteína HLA-DRB6, podemos comparar la
secuencia primaria de nucleótidos, que es el dato más real del que disponemos. Esta
comparación nos permite observar determinadas características que distinguen los
diferentes genes HLA-DRB de los pseudogenes, como se observa en la Tabla 13.
Tabla 13
Caracterf8ticas nucleotídicas del exón 2 de los genes HL.A-DR8
Gen
Codones de
terminación
en el exón 2
Polimorfismo
en el exón 2
Codones
para
metionina
Deleciones
en el exón 2
Definición de
grupo
“supratipico”
DRB1
DRB2
DR83
DR84
DRBS
DREO
DRBY
DRBS
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-
-
-
* Aspectos no comparables deb!do a la ausencia parcial o total de exón 2 en estos
genes
Si no existe producto de HLA-DRB6> su secuencia nucleotidica tiene unas
características peculiares, que lo colocan en una situación intermedia entre el resto de
los genes y pseudogenes HLA-DRB conocidos:
1. HLA-DRB6 contiene codones para residuos metionina, al igual que el
pseudogen DRB7. Además, contiene codones de terminación dentro del
exón 2: exactamente igual que DRB7 y a diferencia de los otros genes
DRB.
2. A diferencia de los pseudogenes, HLA-DRB6 presenta polimorfismo de
secuencia en el exón 2. (como DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5; todos los
genes activos), carece de deleciones totales o parciales de nucleótidos
del exón 2 (a diferencia de DRB2, DRB7 y DRBS, que son pseudogenes)
y define un grupo ‘1supratípico” de haplotipos: el de DEll, DR2 y DRiO,
que asemeja a lo que sucede con DRB3 (que agrupa a DR3, DR5 y
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DEl6) y lo que sucede con DRB4 (que agrupa a DR4, DR7 y DR9>.
4. Situación evolutiva de HLA-DRB6 dentro de
la familia de genes HLA-DRB
4.1 HLA-DRB6 es el gen más antiguo de la familia DRB
La comparación de la secuencia nucleotídica consenso del exón 2 de los
diferentes alelos del locus HLA-DRB6 con las secuencias consenso del mismo exón del
resto de los genes l-IL,A-DRB, sitúa a este locus, DRB6, muy lejano en la evolución de
esta familia de genes. Como se observa en la figura 36 este locus es incluso más
antiguo que el locus DRB1, que es el más polimórfico de la familia. Esto significa, que
I-ILA-DRB6 es el gen que primero se diversificó a partir del gen DRB ancestral
(primordial). Y además, este hecho indica, que los haplotipos que poseen este locus
genético <DR1, DR2 y DRiO) son previsiblemente los más antiguos en la evolución de
esta región del genoma FILA.
4.2 Evolución de [osdiferentes haplotipos HLA-DRB
Los genes, sean de la región o cromosoma que sean, no evolucionan en
solitario (Klein y col., 1991). Tampoco el gen HLA-DRB6 ha evolucionado sólo, lo ha
hecho inmerso en los haplotipos que lo portan: DRí, DR2 y DEllO. Teniendo en
cuenta el desequilibrio de. ligamiento entre los genes, y que no se ha encontrado hasta
la fecha la presencia del locus DRBG en haplotipos diferentes de DEll, DR2 ó DEllO,
al igual que no se ha encontrado el gen DRB4 en haplotipos distintos a DEl4, DR? ó
DRO; teniendo en cuenta> además, el diferente número de genes HLA-DRB que se
encuentra en cada haplotipo, y teniendo, por último, en cuenta la antiguedad de los
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diferentes
hipotético
En
1.
genes DRB, se ha podido construir un árbol de evolución de haplotipos
(Figura 38).
este árbol, se pueden localizar 3 ramas clAramente diferenciadas:
La rama DR52: incluye a todos aquellos haplotipos que portan el gen
DRB3 (DR3, DR5 y DR6) y los haplotipos DRS. Esta rama ha sufrido
unacompleja sucesión de eventos genéticos: deleciones y duplicaciones
consecutivas (Elollini y col., 1985) que llevan a su estructura actual con
3 genes: DRB1, DRB2 y DRB3. Un caso aparte es el de los haplotipos
DEl8, que sólo tienen un gén híbrido DRB1-DRB3, y se sabe que se
originaron por deleción, probablemente a partir de un haplotipo DR5
(Gorski, 1989).
2. La rama DR53, incluye los 3 haplotipos que contienen el gen DRB4:
DEl4, DR7 y DR9. Esta rama evolutiva parece haber sufrido menos
modificaciones y contener las 4 copias DRB originales: DRB1, DRB7,
DRBS y DRB4.
3. La rama DR”54”, incluye los 3 haplotipos que contienen el gen DElB6:
DEll, DR2 y DRiO. Dentro de esta rama hay 2 grupos claramente
diferentes: el grupo del DR2, con 3 genes DRl3: DRBí, DRB6 y DRB5,
y el grupo del DRí que se debió originar posteriormente por pérdida del
locus DElB5 y que aglutina a los haplotipos DRí y DRiO.
Con esta hipótesis, todas las piezas del rompecabezas evolutivo encajan
adecuadamente. Se puede pensar, que si esta evolución no es estrictamente cierta, sí
es bastante probable. Las pruebas experimentales de estos procesos de duplicaciones
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¡ deleciones son difíciles de encontrar. Deben buscarse bien en otras especies
relacionadas con el hombre (como primates superiores), bien en restos fósiles de
antecesores del Homo sapiens <como otras especies Homo, o incluso individuos del
género Australopitecus).
Sin embargo, hay un dato importante que si se puede valorar: el gen DRB6 se
encuentra directamente en los haplotipos DEll, DEl2 y DEllO. De modo indirecto,
también se encuentra en los haplotipos DR4, DR? y DR9, ya que la primera región
hipervariable del gen DRB4 es idéntica a la del gen DRB6. Esta consideración apoya
los datos obtenidos en cuanto a la edad del gen DRB6, aparentemente el más arcaico.
¿Qué ha sucedido con los haplotipos DR3, DR5, DR6 y DEl8?. Podemos pensar en 2
explicaciones para argumentar la pérdida de este gen: Por una parte se ha postulado
que los haplotipos del grupo DR52 han sufrido continuas deleciones y/o duplicaciones
(figura 38) y en una de esas deleciones se pudo perder el gen (Corelí y col., 1992>; por
otra parte, el pseudogen de estos haplotipos, DRB2, carece de exón 2, y también es
posible que este exón delecionado contuviera una primera región hipervariable como
la de DRB4 y DRBG. Ambas hipótesis son de difícil fundamentación experimental.
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1. Se ha caracterizado la secuencia nucleotídica del exón 2 del
alelo HLA—DR1 3b definido por la técnica de RFLPs, y que es
un subtipo del alelo serológico HLA—DR6.
2. La secuencia nucleotídica de HLA-DR13b sugiere que este
alelo se ha podido originar por un mecanismo de
conversión génica, bien a partir de otros subtipos HLA-
DR13, bien a partir de alelos HLA-DR5.
3. Se ha caracterizado la presencia de un nuevo locus HLA-
DRB, denominado HLA-DRB6, en todos aquellos haplotipos
cuyo gen DRB1 codifica para las proteínas definidas
serológicamente como HLA-DR1, -DR2 6 -DRiO.
4. Este nuevo locus presenta al menos 3 variantes alólicas que
se han denominado HLA~DRB6*0101, *0201 y *0202 Se ha
encontrado un desequilibrio de ligamiento absoluto entre
estas 3 variables alélicas y los haplotipos DRí y DR1 O (para
*01 01), DR15 (para *0201) y DR16 (para *0202).
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5. Con el hallazgo de este nuevo locus, el número de genes
DRB de cada haplotipo HLA coincide exactamente con el
número de RFLPs que se obtienen cuando se utilizan
sondas de cDNA específicas de exán (como pRTV1).
6. Los estudios comparativos de este locus, DRB6, con el
resto de los loci HLA.-DRB, sugieren que DRB6 es
probablemente el gen más antiguo de la familia; es decir, el
primero que se diversificó a partir del gen DRB ancestral.
7. La presencia del locus HLA-DRB6 en sólo algunos
haplotipos, permite definir un nuevo grupo evolutivo
“supratípico”, que hemos denominado DRS4 e incluye los
haplotipos DR1, DR2 y DRiO. DRB6 es un marcador de
estos 3 diferentes haplotipos, tal como DRB3 es marcador
del grupo DR52 <haplotipos DR3, DR5, DR6 y DRB) 6 como
DRB4 es marcador del grupo DR53 (haplotipos DR4, DR7 y
DR9). Además, la mayor antigúedad del locus DRB6, indica
que estos haplotipos (DR1, DR2 y DRiO) son también,
probablemente, los más antiguos.
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8. Los estudios de expresión indican que en las células DR1,
DR2 y DR1 O hay tránscritos, al menos parciales, del gen
DRB6. No se han detectado tránscritos completos, y de
existir un producto proteico del locus, éste sería bastante
diferente tanto estructural como funcionalmente, del resto
de proteínas HLA-DR conocidas.
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Anexo U
ABREVIATURAS MAS COMUNES
UTILIZADAS EN EL TEXTO
132-m: 132-microglobulina
BAT: Tránsoritos asociados al locus E
bp: par de bases de DNA
cDNA: DNA complementario (sintetizado a partir de RNA
“in vitro’)
cM: centi-Morgan: unidad de longitud de DNA
calculada por estudios de recombinación
CRE: Elemento regulador de clase 1
DAF: Factor de disminución de la aceleración
gp: Glicoproteina
GLO: G lioxalasa
HLA: Antígenos Leucocitarios Humanos
HSP: Proteínas de shock térmico
IRS: Secuencia de respuesta a interferón
kb: kilo-base (1000 pares de bases>
kd: kilo-dalton
LMP: Proteasa grande y multifuncional
MI-lO: Sistema Principal de Histocompatibilidad
OSG: Gen codificado en la hebra opuesta
POR: Reacción en cadena de la polimerasa
PFGE: Electroforesis en campo pulsante
RFLP: Fragmentos de restricción de longitud polimárf¡ca
TAP: Transportadores asociados con el proceso de
antígenos
TeR: Receptor para antígeno del linfocito T
TNF: Factor de Necrosis Tumoral
UT: Región no-traducida
21-OH: 21-hidroxilasa
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